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序論 
 
 プロスタグランジン（PG）は、アラキドン酸（AA）をはじめとする炭素数 20 の多価不
飽和脂肪酸から生合成される脂質メディエーターの一つである。細胞膜のリン脂質に結合
した AAがホスホリパーゼ A2によって遊離した後、シクロオキシゲナーゼ（COX）により
PGH2へと変換される。PGH2は各種 PG 合成酵素により PGE2、PGD2、PGF2α、PGI2、トロン
ボキサン A2（TXA2）となり、細胞外へ放出される。その後、産生細胞自身または近傍細胞
に発現する G タンパク質共役型受容体に結合することで生理作用を発揮する（Fig. 1）1, 2。
各 PG はそれぞれ異なる受容体に結合することから、多様な生理作用（免疫応答調節や腸管
バリア機能の維持、血液凝固制御、睡眠覚醒制御など）を示す 3 - 8。 
 PG は炎症性疾患（関節リウマチ・炎症性腸疾患）や心血管系疾患（アテローム性動脈硬
化、高血圧）、アレルギー性疾患（アレルギー性鼻炎、気管支喘息）、アルツハイマー病、が
んなど多様な疾患に関与することが知られており 4, 9 - 15、これらの疾患における治療標的と
されている。COX ノックアウトマウスを用いた検討から、COX-1は AA誘発性炎症、COX-
2 はカラゲニン誘発性炎症に関与することが報告されている 8, 9。炎症反応では PGE2や PGI2
など複数の PG が関与することも知られているため 16, 17、COX の阻害薬である非ステロイ
ド性抗炎症薬（NSAIDs）は複数の PG を同時に減少させることで抗炎症・鎮痛効果を示す
と考えられている。受容体の選択的阻害やノックアウトによる表現型解析も既に行われて
おり 7、例えば PGD2の受容体である Chemoattractant receptor-homologous molecule on Th2 cells
（CRTH2）は、アレルギー性炎症が生じた部位への Th2 細胞の遊走や Th2 サイトカインの
産生に関わることが明らかとなっている 11, 12。一方でアレルギー性炎症時には PGE2が EP3
を介してアレルギー反応を抑制することも知られている 12。このことから、PGD2と PGE2の
両者を低下させる NSAIDs は有効でなく、CRTH2 選択的阻害薬がアレルギー性疾患に対す
る治療薬として使用されている 11, 12, 18, 19。さらに、近年は COX の下流に存在する各種 PG
の合成酵素も標的とした創薬研究が進められている。PGE2 合成酵素である mPGES-1 をノ
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ックアウトした場合、COX-2 の場合と異なり PGI2の生合成量が減少せず（PGI2代謝物排泄
量が野生型と比較し 60 %増加）、血圧や血栓形成に影響を及ぼさなかったと報告されている
20。また、mPGES-1 ノックアウトマウスでは中枢性感作が抑制されたことが報告され、
mPGES-1 阻害薬は NSAIDs より安全性の高い鎮痛薬になると期待されている 20, 21。以上の
ことから、PG の合成や作用発現に関与するタンパク質を標的とすることで、疾患治療に有
用な薬物の創生が期待されている。 
PG は細胞内で生合成された後、近傍細胞膜上に発現する受容体に結合するために、細胞
外へ放出されることが必須である。このことから、PG の細胞外放出過程も疾患治療のため
の標的となりうると考えられる。しかしながら、PG は比較的脂溶性の高い化合物であるた
め主に受動拡散で細胞外へ放出されると考えられ、細胞外放出の研究は進められていなか
った。実際、PG の細胞膜透過性は多糖類であるイヌリンと同程度に低く 22, 23、また極性細
胞からの放出において、頂端膜側と基底膜側への放出量が異なることから、細胞膜透過に何
らかの分子メカニズムが関与すると考えられている 24, 25。1995 年に Kanaiらによって PGの
細胞内への取り込みに prostaglandin transporter（PGT/SLCO2A1）が寄与し 26、細胞内の代謝
酵素と連動して PG の不活性化に関わることが明らかとされた（Fig. 1）27, 28。PG と同様エ
イコサノイドに分類されるロイコトリエン C4（LTC4）の細胞外放出には ATP-binding cassette 
transporter C1（ABCC1）が寄与し、ABCC1 ノックアウトマウスで LTC4による動脈硬化や気
管支炎が抑制されたことが報告されている 29, 30。以上の例から、PG の細胞外放出において
もトランスポーターが介在し、かつ PG の生理作用発現制御を果たしていると考えられ、創
薬標的となりうると考えた。 
細胞外放出を担うトランスポーターを標的とすることで期待されることとして、組織選
択的な PG シグナル抑制を実現できる可能性がある。これにより、病巣部位での局所的な PG
の生理作用を抑制する、あるいは PGの多様な作用の一部を選択的に制御することが可能に
なると期待される。その可能性を示す一例として、リン脂質メディエーターに分類される
sphingosine-1-phosphate（S1P）の細胞外放出に寄与することが知られる、血管・リンパ管内
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皮細胞に発現する spinster homolog 2（SPNS2）31 - 34と赤血球・血小板に発現するmajor facilitator 
superfamily transporter 2b（Mfsd2b）35がある。SPNS2 ノックアウトマウスはリンパ液中の S1P
濃度低下による T細胞のリンパ節からの放出抑制及びアポトーシスの亢進などを示し 33, 34、
SPNS2 は免疫系の制御に関わる。一方 Mfsd2bノックアウトマウスではリンパ球への影響は
ほとんどないものの、赤血球数の減少が見られることが報告されている 35。同様に PGD2は
脳内、末梢組織においてそれぞれ生理的な睡眠の誘発、アレルギー反応に関わることから、
例えば末梢組織（肥満細胞等）での PGD2放出を選択的に抑制することができれば、睡眠へ
の影響を小さくした抗アレルギー薬の創生が実現可能になると期待される。 
一方、細胞外放出を担うトランスポーターを標的とすることで、複数の PG の作用が同時
に抑制され、副作用に繋がる可能性も否定できない。PG は互いに類似した化学構造を有す
るため、1 つのトランスポーターが複数の PG を輸送基質とする可能性が高く、例として
PGTは 5種の PG を輸送することが知られている 26。複数の PGの作用を同時に抑制できる
薬剤として既に COX-2 選択的阻害薬が使用されているが、添付文書の警告にも記載されて
いる血栓塞栓性副作用は、主に COX-2 から生合成される PGI2の産生量が低下し、主に COX-
1 から生合成される TXA2とのバランスが崩れることにより生じると考えられている 36, 37。
このことから、複数の PG の細胞外放出を抑制しても、PG のバランス変化が小さい場合に
は副作用が発生する可能性は低いと考えられる。PG 細胞外放出トランスポーターを標的と
しても PG バランスに与える影響が小さいことがわかれば、長期的な投与時の安全性に優れ
る薬剤の創生に繋がり、慢性疾患の治療に応用できると期待される。 
 これまで、ATP-binding cassette transporter C4（ABCC4）が PG の細胞外放出に関与するト
ランスポーターとして知られている。ABCC4は PGE2、PGF2α、TXB2を輸送基質とすること
が報告されており 38, 39、Lin らは ABCC4 ノックアウトマウス由来線維芽細胞で PGE2細胞
外放出が減少したことを報告した 40。さらに、ABCC4 ノックアウトマウスでは痛覚閾値の
上昇が報告されており 40、ABCC4 を抑制することで PGE2 の作用が減弱する可能性が示さ
れた。また、我々はヒト肺腺癌由来 A549 細胞を用いて、PGE2に加え PGF2αの細胞外放出に
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も ABCC4 が寄与することを明らかにした 41。 
その一方で、前述のトランスポーターを標的とすることで期待される細胞選択的な効果
については、ABCC4を対象とした検証が行われていない。また、ABCC4 は複数の PG を輸
送基質とするが、その阻害によって PG バランスに影響を及ぼすかどうかも検証されていな
い。この 2 点を明らかにすることで、PG 細胞外放出トランスポーターとしての ABCC4 を
標的とする治療戦略の有用性を評価することが可能と考えたため、本研究において検証に
着手した（Fig. 2A, B）。 
さらに本研究では、新規 PG 細胞外放出トランスポーターの探索にも着手した。これまで
ABCC4 をノックアウトしたマウスや ABCC4をノックダウンした培養細胞でも、PG 細胞外
放出が完全には抑制されないことが明らかとなっている。しかしながら、ABCC4 の他に PG
細胞外放出を担うトランスポーターは報告されていない。新たな PG 細胞外放出トランスポ
ーターを同定し、ABCC4 と同様に細胞選択性や PG 選択性を調べることで治療標的となり
うるか評価できると考え、まず同定に向け新規 PG細胞外放出トランスポーターの輸送特性
を解析することとした（Fig. 2C）。 
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第 1 章 2-series PG と 3-series PG の細胞内外定量法の確立 
 
第 1 節 序 
細胞外放出トランスポーターの阻害によって PG バランスに変化が生じるか調べるため
に、本研究ではエイコサペンタエン酸（EPA）から生合成される 3-series PG を対象にするこ
ととした。3-series PG は AA から生合成される 2-series PG と同じ経路で生合成されるため
42、細胞に EPAを添加することで 2-series PG と共存させることが可能となる。また、3-series 
PG は受容体に対する親和性が 2-series PG と異なることが知られており 43、このことから
ABCC4 による 3-series PG 輸送の速度論パラメーターは 2-series PG と異なる可能性が高く、
選択性の評価に適すると考えられた。加えて、3-series PG は受容体に対する親和性や固有活
性が 2-series PG と異なり、その一つである PGE3は PGE2に拮抗してサイトカイン産生や細
胞増殖を抑制することが明らかとなっている 43 - 46。ABCC4 阻害により 2-series PG と 3-series 
PG のバランス変化が生じれば、疾患の進行に影響を及ぼす可能性があることから、3-series 
PG も対象とする必要があると考えた。 
トランスポーターを介した細胞外放出の基質選択性を評価するためには、Michaelis 定数
（Km）や最大輸送速度（Vmax）などの輸送の速度論パラメーターを明らかにするだけでなく、
細胞を用いた PG 放出実験において細胞内濃度を測定する必要もある。このことから、2-
series PG と 3-series PG の細胞内外測定法の構築が必要であると考えた。これまで高速液体
クロマトグラフィー－酵素結合免疫測定法 47 や液体クロマトグラフィー－タンデム質量分
析法（LC-MS/MS）48による 3-series PG測定法が報告されているが、前者は測定に要する
サンプル量が多く、また後者は細胞内量と細胞外量を分離して測定することができなかっ
た。そこで、過去に構築された LC-MS/MS による 2-series PGの細胞内外測定法 49を改変
し、3-series PGも同時に測定する手法を構築することとした。  
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第 2 節 MS条件及び LC条件の決定 
はじめに、3-series PG（PGE3、PGD3、PGF3α、Δ17-6-keto PGF1α、TXB3）の標準品を用いて、
ESIネガティブイオンモードにおけるマススペクトルを確認したところ、いずれも脱プロト
ン化したと考えられる基準ピークが確認された。次に、それぞれの基準ピークをプレカーサ
ーイオンに設定し、プロダクトイオンマススペクトル（Fig. 3）を確認後、その中で強度の
高いプロダクトイオンをモニタリングイオンとして選択した。測定対象とする PG の SRM
パラメーターを Table 1に示した。PGE3と PGD3は同様のフラグメントパターンを示すこと
から、液体クロマトグラフィーによる分離条件を検討した。これまでの 2-series PG 測定法
では、CAPCELL PAK C18 MG II（150 mm × 2.0 mm i.d. Shiseido）の粒子径 5 μmの分析カラ
ムにより PGE2と PGD2の良好な分離を達成していた。しかしながら、既報では PGE3と PGD3
の分離度は PGE2と PGD2より小さくなったことから 48、PGE3と PGD3を良好に分離するた
めに粒子径 3 μmのカラムに変更した。その結果、アセトニトリル/水/酢酸（40:60:0.1, v/v/v）
を移動相として、PGE3と PGD3を良好に分離することができた（Rs = 1.92）。各 3-series PG
の代表的な SRMクロマトグラムを Fig. 4に示した。 
Table 1 SRM parameters for detection of PGs. 
PGs SRM transition DP (V) EP (V) CE (V) CEP (V) CXP (V) 
PGE3 m/z 349 → 269 -20 -4.0 -20 -15 -2 
PGD3 m/z 349 → 269 -20 -4.0 -20 -15 -2 
PGF3α m/z 351 → 307 -50 -4.5 -25 -15 -3 
TXB3 m/z 367 → 169 -20 -4.0 -25 -15 -2 
Δ17-6-keto-PGF1α m/z 367 → 163 -50 -4.5 -40 -25 -2 
PGE2 m/z 351 → 271 -30 -4.5 -16 -18 -1 
PGD2 m/z 351 → 271 -30 -4.5 -16 -18 -1 
PGF2α m/z 353 → 193 -50 -4.5 -40 -18 -1 
TXB2 m/z 369 → 169 -35 -4.5 -24 -28 -1 
6-keto-PGF1α m/z 369 → 163 -40 -4.5 -38 -18 -1 
DP: Declustering potential, EP: Entrance potential, CE: Collision energy, CEP: Collision cell entrance 
potential, CXP: Collision cell exit potential 
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Fig. 3 Product ion mass spectra of PGE3, PGD3, PGF3α, TXB3, and Δ17-6-keto PGF1α. 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4 Representative SRM chromatograms of PGE3, PGD3, PGF3α, TXB3 and Δ17-6-keto 
PGF1α. 
A mixture of PGE3, PGD3, PGF3α, TXB3, and Δ17-6-keto PGF1α standards at 5 ng/mL was treated with the 
Bond Elut® C18 SPE cartridge and separated with CAPCELL PAK C18 MG II (2.0 mm × 150 mm, 3 µm) 
and 0.15 mL/min of acetonitrile/water/acetic acid (40:60:0.1, v/v/v). 
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第 3 節 回収率及びマトリックス効果 
細胞外サンプルとしてダルベッコ改変イーグル培地（DMEM）をマトリックスに使用し
た結果、回収率は 69.8 - 96.9 %であった（Table 2A）。また、マトリックス効果は Δ17-6-keto 
PGF1α（45.1 - 58.2 %）と 6-keto PGF1α（63.8 - 73.7 %）が他の PG（77.9 - 99.7 %）に比較して
マトリックス効果を受けることが示された（Table 2B）。 
 細胞内サンプルのマトリックスには、リン酸緩衝液（0.1 M sodium phosphate, 1 mM 
EDTA, 10 µM indomethacin, pH 7.4）でホモジナイズした A549 ライセートを、活性炭処
理し内因性 PGを除去して使用した。このことから、マトリックス効果を正確には評価でき
ないと考えられたため、全回収率を求め評価することとした。A549 細胞ライセートからの
全回収率も同様に、Δ17-6-keto PGF1α（52.2 - 63.6 %）と 6-keto PGF1α（59.0 - 74.7%）が他の
PG（75.4 - 89.5 %）（Table 2C）に比較して低かった。 
対応する 2-series PG と 3-series PG（例えば、PGE2と PGE3）の全回収率はそれぞれ同程度
であったことから、3-series PG の定量においても 2-series PG の重水素標識体を内標準物質
として補正可能であると考えた。 
 
Table 2A Extraction recovery of prostanoids in DMEM (n=3). 
Prostanoids 
Extraction recovery (%) 
0.1 ng/mL 0.5 ng/mL 5 ng/mL 50 ng/mL 
PGE3 96.9 89.9 79.9 84.4 
PGD3 < LLOQ 85.4 71.6 75.5 
PGF3α < LLOQ 91.1 77.9 79.1 
TXB3 93.3 89.5 81.2 75.5 
Δ17-6-keto PGF1α 93.2 74.7 91.7 79.6 
PGE2 87.4 90.2 75.4 80.8 
PGD2 < LLOQ 77.2 69.8 76.7 
PGF2α 89.2 93.1 72.3 82.9 
TXB2 83.5 81.7 73.6 75.0 
6-keto PGF1α 82.9 78.2 81.9 72.5 
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Table 2B Matrix effect (n=3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Table 2C Overall recovery of prostanoids in A549 cells lysate (n=3). 
Prostanoids 
Overall recovery (%) 
0.05 ng 0.25 ng 2.5 ng 25 ng 
PGE3 76.3 86.2 86.3 85.8 
PGD3 < LLOQ 75.4 76.4 83.4 
PGF3α < LLOQ 80.6 84.8 86.1 
TXB3 84.1 81.9 82.2 83.8 
Δ17-6-keto PGF1α 56.5 53.2 52.2 63.6 
PGE2 87.4 82.0 85.1 86.6 
PGD2 < LLOQ 77.8 77.8 79.6 
PGF2α 78.9 83.0 83.3 88.7 
TXB2 89.5 84.2 87.7 88.3 
6-keto PGF1α 61.4 62.8 59.0 74.7 
 
  
Prostanoids 
Matrix effect (%) 
0.1 ng/mL 0.5 ng/mL 5 ng/mL 50 ng/mL 
PGE3 81.1 83.7 93.1 84.2 
PGD3 < LLOQ 94.9 98.6 89.5 
PGF3α < LLOQ 94.7 96.1 87.5 
TXB3 95.0 85.3 91.3 81.4 
Δ17-6-keto PGF1α 45.1 58.2 56.5 57.5 
PGE2 95.3 84.6 99.7 88.4 
PGD2 < LLOQ 92.7 99.2 90.3 
PGF2α 95.6 77.9 92.9 86.3 
TXB2 96.7 84.1 92.3 83.0 
6-keto PGF1α 73.7 63.8 68.4 66.6 
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第 4 節 検量線及び日内・日間再現性 
第 3 節までの測定条件にて、細胞外（DMEMをマトリックスに使用）及び細胞内（A549
ライセートをマトリックスに使用）サンプルの検量線を作成した。Table 3 に示すように、
細胞外測定法は 0.1 または 0.5（PGD3, PGF3α, PGD2）から 100 ng/mL、細胞内測定法は 0.05 
または 0.25（PGD3, PGF3α, PGD2）から 50 ngの範囲で良好な直線性を示した（r > 0.999）。 
細胞外サンプル測定法の日内・日間再現性を 4 濃度（LLOQ 含む）で検討した。日内にお
いては、精度を示す相対標準偏差（R.S.D.）は 0.8 - 10.9 %、確度を示す相対誤差（R.E.）は
-12.8 - 5.5 %であった。また、日間においては、R.S.D.は 0.9 - 9.3 %、R.E.は-8.3 - 3.3 %であ
った（Table 4A）。 
細胞内サンプル測定法の日内・日間再現性を検討したところ、日内においては、R.S.D.は
0.9 - 7.5 %、R.E.は-15.5 - 8.6 %であった。また、日間においては、R.S.D.は 1.2 - 9.9 %、R.E.
は-7.8 - 1.6 %であった（Table 4B）。 
 
Table 3 Calibration curves for the 2-series PG and 3-series PG. 
Prostanoids 
Extracellular measurement   Intracellular measurement 
Range 
(ng/mL) 
Slope Intercept r   
Range 
(ng) 
Slope Intercept r 
PGE3 0.1-100 0.282 0.0314 0.9997  0.05-50 0.597 -0.0078 0.9999 
PGD3 0.5-100 0.260 0.0211 0.9999  0.25-50 0.598 -0.0327 1.0000 
PGF3α 0.5-100 0.434 0.00747 0.9996  0.25-50 0.906 -0.0387 0.9999 
TXB3 0.1-100 0.239 0.00155 0.9999  0.05-50 0.475 -0.00704 0.9999 
Δ17-6-keto PGF1α 0.1-100 0.160 0.000273 1.0000  0.05-50 0.432 -0.0118 1.0000 
PGE2 0.1-100 0.408 0.0118 0.9999  0.05-50 0.714 0.00572 1.0000 
PGD2 0.5-100 0.347 0.00152 0.9998  0.25-50 0.631 -0.00722 1.0000 
PGF2α 0.1-100 0.357 0.00745 1.0000  0.05-50 0.645 0.011 0.9999 
TXB2 0.1-100 0.236 -0.00143 0.9999  0.05-50 0.405 -0.00651 0.9999 
6-keto PGF1α 0.1-100 0.349 0.00899 0.9999   0.05-50 0.589 0.00312 1.0000 
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Table 4A Intra-day and inter-day reproducibilities of prostanoids in DMEM 
(extracellular measurement). 
 
Prostanoids 
Extracellular intra-day (n=6) 
 
Extracellular inter-day (n=6) 
Spiked 
(ng/mL) 
Found 
(ng/mL) 
R.S.D. 
(%) 
R.E. 
(%) 
  
Spiked 
(ng/mL) 
Found 
(ng/mL) 
R.S.D. 
(%) 
R.E. 
(%) 
PGE3 
0.1 0.0947 4.6 -5.4 
 
0.1 0.0918 6.4 -8.3 
0.5 0.525 4.7 5.0 
 
0.5 0.507 3.0 1.4 
5 5.26 7.1 5.1 
 
5 5.21 2.6 4.1 
50 52.6 4.9 5.2 
 
50 50.9 1.9 1.8 
PGD3 
0.5 0.441 9.0 -11.8 
 
0.5 0.512 4.3 2.3 
5 5.24 1.8 4.7 
 
5 5.01 6.2 0.3 
50 51.8 2.6 3.5 
 
50 50.4 4.1 0.8 
PGF3α 
0.5 0.504 6.7 0.8 
 
0.5 0.516 1.0 3.2 
5 4.96 1.8 -0.8  5 5.05 5.6 0.9 
50 52.7 2.9 5.5 
 
50 50.7 3.2 1.3 
TXB3 
0.1 0.0872 10.0 -12.8 
 
0.1 0.0945 6.2 -5.6 
0.5 0.510 3.7 2.1 
 
0.5 0.486 7.3 -2.8 
5 5.07 2.5 1.4 
 
5 5.13 2.2 2.6 
50 52.0 2.7 4.0  50 51.3 3.0 2.6 
Δ17-6-keto PGF1α 
0.1 0.0942 10.9 -5.8 
 
0.1 0.0958 9.3 -4.3 
0.5 0.498 8.4 -0.5  0.5 0.488 7.1 -2.3 
5 5.24 2.3 4.7 
 
5 5.17 7.4 3.3 
50 50.6 4.6 1.2   50 50.6 2.6 1.2 
PGE2 
0.1 0.0908 7.2 -9.2 
 
0.1 0.0917 2.0 -8.3 
0.5 0.510 2.6 2.0 
 
0.5 0.502 2.3 0.3 
5 5.18 0.8 3.7 
 
5 5.12 2.3 2.4 
50 51.7 2.8 3.5 
 
50 50.1 1.7 0.1 
PGD2 
0.5 0.495 1.8 -1.0 
 
0.5 0.492 2.8 -1.5 
5 5.01 2.1 0.3  5 5.02 3.4 0.5 
50 50.4 1.9 0.7 
 
50 50.0 0.7 -0.1 
PGF2α 
0.1 0.0960 4.1 -4.1  0.1 0.0991 2.6 -0.9 
0.5 0.480 4.4 -3.9 
 
0.5 0.493 3.7 -1.4 
5 4.99 3.6 -0.3  5 5.03 2.8 0.7 
50 50.8 1.3 1.7 
 
50 49.5 2.0 -0.9 
TXB2 
0.1 0.0903 5.1 -9.7 
 
0.1 0.0938 3.4 -6.2 
0.5 0.500 2.5 0.0 
 
0.5 0.495 1.4 -1.1 
5 5.07 2.0 1.3 
 
5 5.11 1.3 2.1 
50 51.4 1.4 2.8  50 50.4 1.2 0.8 
6-keto PGF1α 
0.1 0.0977 4.9 -2.3 
 
0.1 0.0964 5.8 -3.6 
0.5 0.491 2.6 -1.9 
 
0.5 0.485 1.6 -3.0 
5 5.03 1.4 0.6 
 
5 5.09 3.2 1.8 
50 50.7 0.9 1.4  50 50.3 0.9 0.6 
14 
 
Table 4B Intra-day and inter-day reproducibilities of prostanoids in A549 cell lysate 
(intracellular measurement). 
Prostanoids 
 Intracellular intra-day (n=6) 
 
Intracellular inter-day (n=6) 
Spiked 
(ng) 
Found 
(ng) 
R.S.D. 
(%) 
R.E. 
(%) 
  
Spiked 
(ng) 
Found 
(ng) 
R.S.D. 
(%) 
R.E. 
(%) 
PGE3 
0.05 0.0505 4.2 1.1  0.05 0.0488 7.9 -2.3 
0.25 0.257 4.1 2.9  0.25 0.251 2.1 0.3 
2.5 2.72 2.5 8.6 
 
2.5 2.45 5.0 -2.1 
25 27.1 1.7 8.2 
 
25 24.8 3.5 -1.0 
PGD3 
0.25 0.258 4.4 3.1 
 
0.25 0.254 4.1 1.4 
2.5 2.49 3.2 -0.5 
 
2.5 2.48 3.2 -0.9 
25 25.0 1.3 -0.1 
 
25 25.3 3.4 1.1 
PGF3α 
0.25 0.251 3.2 0.4 
 
0.25 0.254 3.7 1.6 
2.5 2.54 1.4 1.5 
 
2.5 2.36 3.5 -5.5 
25 26.1 3.1 4.4 
 
25 24.5 1.8 -1.9 
TXB3 
0.05 0.0484 5.0 -3.3  0.05 0.0482 6.6 -3.5 
0.25 0.262 2.7 4.8 
 
0.25 0.245 2.3 -2.0 
2.5 2.63 2.0 5.2 
 
2.5 2.47 2.7 -1.4 
25 25.8 1.6 3.1 
 
25 24.8 1.2 -0.9 
Δ17-6-keto PGF1α 
0.05 0.0486 3.3 -2.9  0.05 0.0483 7.2 -3.4 
0.25 0.245 3.4 -1.9  0.25 0.244 2.8 -2.3 
2.5 2.48 2.3 -0.9 
 
2.5 2.49 9.9 -0.3 
25 24.7 7.5 -1.3   25 25.0 6.4 -0.1 
PGE2 
0.05 0.0464 3.2 -7.2  0.05 0.0465 8.1 -7.0 
0.25 0.247 3.0 -1.1 
 
0.25 0.243 2.8 -3.0 
2.5 2.41 2.8 -3.7 
 
2.5 2.42 2.5 -3.4 
25 24.4 1.8 -2.3 
 
25 24.1 2.3 -3.7 
PGD2 
0.25 0.233 3.6 -6.8 
 
0.25 0.231 6.5 -7.7 
2.5 2.35 1.9 -6.1 
 
2.5 2.31 4.3 -7.8 
25 23.8 0.9 -4.9  25 23.1 2.3 -7.7 
PGF2α 
0.05 0.0464 6.5 -7.2 
 
0.05 0.0482 3.8 -3.6 
0.25 0.244 2.5 -2.3  0.25 0.242 2.1 -3.3 
2.5 2.49 3.1 -0.3 
 
2.5 2.43 4.0 -2.7 
25 24.9 2.1 -0.3  25 24.9 2.4 -0.3 
TXB2 
0.05 0.0422 4.1 -15.5 
 
0.05 0.0489 7.5 -2.2 
0.25 0.241 3.8 -3.5  0.25 0.243 3.1 -2.7 
2.5 2.42 2.6 -3.1 
 
2.5 2.47 3.2 -1.3 
25 24.8 2.4 -0.7  25 24.6 2.1 -1.6 
6-keto PGF1α 
0.05 0.0436 6.8 -12.7 
 
0.05 0.0475 6.3 -4.9 
0.25 0.243 1.5 -2.7  0.25 0.239 2.8 -4.3 
2.5 2.37 2.1 -5.2 
 
2.5 2.42 2.8 -3.2 
25 24.5 2.2 -2.0  25 24.5 1.6 -2.1 
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第 5 節 考察 
本章では、トランスポーターを介した PG 細胞外放出を標的とすることで期待される細胞
選択性の検証、及び PG バランスに及ぼす影響の評価を行うための PG 測定法の確立を目指
した。細胞選択性を検証するために複数の細胞株を評価する必要があり、それぞれが異なる
PG 生合成量を示す可能性が高い。多くの細胞株に対応するためには高感度な分析が必要と
考えた。また、PG バランスに及ぼす影響の評価に向け 3-series PG に着目したことから、2-
series PG と 3-series PG を網羅的に測定できる手法が必要であった。さらに、速度論パラメ
ーターに加え細胞内量に関する情報は PG 輸送の選択性を考察する上で重要であり、細胞外
量とは切り離して測定する方法が必要であった。以上の条件を全て網羅する分析法は報告
されていなかった。 
これまで細胞株を用いた研究に加え、ヒトから採取したサンプル（血液、尿）を用いた研
究において、LC-MS/MSは網羅的かつ高感度・高精度に PG を分析可能な手法として汎用さ
れており 50 - 54、過去に 2-series PG 細胞内外測定法の構築に応用した 49。この測定法の対象
化合物に 3-series PG を加えることにより目的とする測定法を確立できると考え着手した。 
3-series PG は 2-series PGの ω-3位に二重結合が付与された化学構造であることから、MS
での分離が可能であった。しかしながら、PGE3 と PGD3 はモニタリングイオンが同一とな
ることから、液体クロマトグラフィーでの分離が必要であった。そこで、より高い理論段数
を得るために粒子径がより小さい分析カラム（5 μmから 3 μmへ変更）を使用し、その結果
PGE3と PGD3を良好に分離することに成功した。 
各 3-series PG のクロマトグラムのうち、TXB3はブロードかつ 4.6 minと 6.3 minでピーク
が出現した。TXB3は TXB2と同様にヘミアセタール構造を有し、TXB2は 11-α-OH-TXB2と
11-β-OH-TXB2、開環したアルデヒド体の 3 構造が平衡状態で存在することが知られている
55。この平衡状態は pH によって傾けることが可能ではあるものの、低 pH（1.6 以下）の場
合 TXB2が分解する恐れがあり、高 pH の場合は脱プロトン化するため逆相カラムによる分
離分析が困難であると考えられている 55。また、カラム温度を変更することによりピーク形
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状を改善した報告もあるものの 56、PGE3 と PGD3 の分離に影響を及ぼす可能性が考えられ
た。結果として、TXB2と TXB3の定量値の日内・日間変動は許容可能な範囲と考えられた
ことから、さらなる改善策は執らないこととした。 
マトリックス成分によるイオン化の影響を検討した結果、6-keto PGF1αと Δ17-6-keto PGF1α
は他の PG に比べイオン化抑制を受けることが判明した。過去の報告でもヒト尿サンプルの
測定において逆相の固相抽出カラムを用いて前処理を行った際、6-keto PGF1αはイオン化抑
制を受けたことが報告されているものの 54、その原因成分は明らかとなっていない。6-keto 
PGF1αは重水素標識体が市販されており、また Δ17-6-keto PGF1αは 6-keto PGF1αと同程度のイ
オン化抑制を受けたことから、6-keto PGF1αの重水素標識体を内標準物質とすることで補正
が可能と考えた。結果として定量値の日内・日間変動は許容可能な範囲と考えられ、イオン
化抑制の影響を補正できたと考えられる。 
以上から、本章で 2-series PG と 3-series PG の細胞内外同時測定法を構築した。次章では
構築した測定法を応用し、ABCC4阻害効果の細胞選択性と、ABCC4阻害時の PGバランス
変化について評価を行うこととした。 
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第 2 章 ABCC4 阻害効果の細胞選択性及び ABCC4 阻害時の PG バランスの変化の解析 
 
第 1 節 序 
 
 本章では PG 細胞外放出トランスポーターとして唯一報告されている、ABCC4 を治療標
的とすることの有用性を評価するために、ABCC4 阻害効果の細胞選択性及び ABCC4 阻害
時の PG バランスの変化を調べることとした。 
 序論で記述の通り、ABCC4 阻害効果の細胞選択性を調べることにより、PG の生理作用を
選択的に制御できる可能性を評価できると考えられる。ABCC4 は血液脳関門や尿細管管腔
側等様々な組織に発現し、体内に入り込んだ異物の排出に寄与すると考えられている 57。
ABCC4 は幅広い発現分布を示すことから、病巣部位の ABCC4 を介した PG 細胞外放出を
選択的に抑制することが有効かつ安全な治療に必要であり、その評価は重要と考えられる。 
 また、ABCC4 は既に PGE1、PGE2、PGF2α、TXB2を輸送基質とし、互いに ABCC4に対す
る親和性が異なることが報告されている 38, 39。しかしながら、ABCC4を介した細胞外放出
において網羅的に PG の動態を解析した報告はなく、ABCC4 阻害によって PG バランスが
変化するか予測するための情報が不足している。そのために、PG 輸送の速度論パラメータ
ーに加え細胞内の推定 PG濃度の情報を収集し、ABCC4 を介した細胞外放出における PG選
択性を評価する必要があると考えた。 
 そこで、前章で構築した細胞内・細胞外 2-series PG・3-series PG 測定法を駆使し、まず由
来の異なる複数の培養細胞に ABCC4 阻害薬を使用し、細胞選択的に PG 細胞外放出を抑制
できるか検証することとした。次に ABCC4 阻害薬使用時の 2-series PG と 3-series PG の細
胞外量比の変化を調べ、その変化と速度論パラメーター及び細胞内の推定 PG 濃度の関連性
から、ABCC4阻害によってPGバランス変化が生じる可能性があるか検証することとした。  
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第 2 節 ABCC4 による PGD2、PGD3、PGE3、PGF3α 輸送の特性解析 
 
これまで AA から生合成される PG のうち、PGD2、PGI2、TXA2は ABCC4 の輸送基質と
なるか検証されていない。しかし、PGI2、TXA2は非酵素的に速やかに分解されることから
輸送基質か否か検証することが困難である 5。そのため、本研究では PGD2を加えた 3 種の
AA由来 2-series PG（PGD2、PGE2、PGF2α）を対象にすることとした。また、対応する EPA
由来 3-series PG（PGD3、PGE3、PGF3α）も評価対象とした。 
既に ABCC4 の輸送基質であることが明らかである PGE2、PGF2αを除く 4種の PG につい
て、ABCC4過剰発現 HEK293細胞（HEK/4.63）及び control HEK293 細胞（HEK/P.B.）から
作製した膜小胞を用いて輸送実験を行った。HEK/4.63 膜小胞内への PGD2、PGD3、PGE3、
PGF3α の蓄積は ATP 存在下で顕著に増大し、取り込み開始 5 分で平衡に到達する時間依存
的な膜小胞内への取り込みが観察された（Fig. 5）。膜小胞内に蓄積した PG は受動拡散もし
くは他のトランスポーターを介して速やかに膜小胞外に拡散することが報告されているた
め 38、短時間で平衡へ到達したと考えられる。また、HEK/P.B. 膜小胞でも ATP存在下でわ
ずかに PG 取り込みが増加したが、HEK293 細胞は内因的に ABCC4 を発現するためである
と考えられる。 
次に取り込み時間を 30 秒に設定し、ATP 依存的 PG 輸送の濃度依存性について検討した 
(Fig. 6) 。いずれの PG も高濃度存在下で輸送速度の飽和が確認された。Michaelis-Menten型
曲線にフィッティングした結果、Kmはそれぞれ 0.6 ± 0.1（PGD2）、1.1 ± 0.4（PGD3）、2.9 ± 
0.1（PGE3）、12.1 ± 1.3 （PGF3α） μMであった。ABCC4は基質結合部位を複数持つことが
示唆されているが 58、Eadie-Hofstee plot でいずれも一直線に近似され、PG の基質結合部位
は一か所であることが示された。同様の実験系で PGE2、PGF2αについても評価し、全 6 種
の PG の ABCC4 を介した輸送特性を Table 5にまとめた。 
PG の濃度依存的な輸送速度の検証のみでは、過剰発現させたトランスポーターの表面に
特異的に吸着した可能性を排除できない 59。特異的吸着が起こっている場合には、そのトラ
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ンスポーターの基質や阻害薬の効果が既報と大幅に異なることが予想される。このことか
ら次に、ABCC4 の典型的基質・阻害薬共存下で PG輸送が抑制されるか検討を行い 57、ATP
依存的 PG 輸送が ABCC4 を介していることをさらに裏付けることとした (Table 6) 。過去
に報告された IC50がそれぞれ＜1 - 12 μM、2 - 10 μMであったジピリダモール、MK571 は、
50 μM存在下で ATP依存的 PG 輸送をそれぞれ 1.0 - 26 %、-2.2 - 6 %まで強力に阻害した。
また、IC50または Km付近で使用した 10 μM インドメタシン (IC50 = 5 - 22 μM) 、200 μM 葉
酸 (Km = 170 μM) 、50 μM エストラジオール-17β-グルクロニド (E217βG：Km = 30 μM) はそ
れぞれ 16 - 42 %、32 - 59 %、23 - 36 %まで阻害した。一方、500 μMプロベネシド (IC50 = 100 
μM) 、1000 μM cGMP (Km = 10 - 180 μM) は、既報の IC50、Kmの 5倍程度高濃度に共存させ
ても、それぞれ 49 - 86 %、50 - 75 %までの阻害にとどまった。しかし、プロベネシド、cGMP
による阻害効果は既報の結果（500 μM プロベネシドで PGE2、PGF2α、TXB2 輸送を約 50 - 
70 %まで抑制 41、1000 μM cGMPで E217βG 輸送を 48%まで抑制 60）と概ね一致した。 
以上の ABCC4 過剰発現細胞から作製した膜小胞を用いた輸送実験の結果より、PGD2、
PGE3、PGD3、PGF3αは ABCC4 の輸送基質であることを明らかとし、個々の速度論パラメー
ターを導出した。続いて細胞株を用いて、ABCC4 阻害効果の細胞選択性及び ABCC4 阻害
時の PG バランスの変化について解析を行うこととした。 
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第 3 節 ABCC4 阻害効果の細胞選択性の解析 
 
 前節の結果から、PG の中でも PGD2が ABCC4 に対し高い親和性を示す輸送基質である
ことがわかった。そのため、ABCC4 は PGD2の細胞外放出における寄与が大きい可能性を
考えた。そこでまず、PGD2を産生・放出することが既知の細胞株として、ヒト小脳髄芽細
胞由来 TE671細胞 61とヒト肥満細胞由来HMC-1細胞 62, 63を用いて PGD2細胞外放出に対す
る ABCC4 阻害薬の効果をそれぞれ調べることとした。本検討では ABCC4 阻害薬として
MK571 及び CeefourinTM 1 を使用することとした。MK571 は古くから ABCC4 阻害薬として
使用されていたが、ABCC1（IC50 = 1.8 - 2.7 μM）や ABCC2（IC50 = 3.3 μM）、ABCC5（IC50 
= 15.9 μM）等 ABCC ファミリーを幅広く阻害することが知られ 64 - 66、また organic anion 
transporting polypeptides（OATPs）の阻害も示すことが明らかとなってきた 67。一方、
CeefourinTM 1 は 2014 年に ABCC4 選択的阻害薬として開発され、10 μM の濃度で ABCC1、
ABCC2、ABCC3、ABCC5 に対する阻害効果を示さないことがわかっている 68。また、PGT
も阻害しないことがわかっており 69、MK571 に比べ他のトランスポーターへの影響が小さ
いものと期待し使用した。ABCC4 過剰発現細胞から作製した膜小胞を用いて阻害実験を行
った結果、CeefourinTM 1 の Kiは約 0.15 μMであり（Fig. 7A, B）、10 μM CeefourinTM 1 は 50 
μM MK571 と同等の阻害効果を示すことがわかった（Fig. 7C）。 
TE671 細胞、HMC-1細胞ともに ABCC4 mRNAは発現するものの、ABCC4 タンパク質発
現量は HMC-1細胞で高く、TE671細胞で低いことが判明した（Fig. 8A, B）。TE671 細胞の
細胞外 PGD2量は CeefourinTM 1（10 μM）で減少しなかったが、MK571（50 μM）は細胞外
PGD2量を有意に減少させた（Fig.8C）。MK571 は細胞内 PGD2量も有意に減少させたが、そ
の一方で CeefourinTM 1は減少させなかったことから（Fig. 8D）、MK571は PGD2の生合成過
程に影響を及ぼしている可能性が考えられた。細胞外/細胞内量比を求めることで生合成の
変動を補正して細胞外放出を評価できると考え算出したところ 40, 70, 71、どちらの ABCC4 阻
害薬によっても変化しなかった（Fig.8E）。 
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続いて、TE671 細胞からの PGD2放出にはマクロファージからの PGE2放出と同様エキソ
サイトーシスが関わると考えた 72, 73。この可能性を検証するためにエキソサイトーシス阻害
薬である Exo 1を使用することとした。Exo 1は ADP-ribosylation factor 1 活性を阻害し、小
胞体とゴルジ体間の小胞輸送を阻害することでエキソサイトーシスを阻害する 74。TE671 細
胞を Exo 1（100 μM）で 30分前処理したところ、PGD2細胞外量は 65 %減少した（Fig. 9A）。
また、細胞内量は変化せず（Fig. 9B）、算出された PGD2細胞外/細胞内量比は有意に低下し
た（Fig. 9C）。以上の結果から、TE671 細胞では PGD2細胞外放出に ABCC4 ではなくエキソ
サイトーシスが関与し、ABCC4は TE671 細胞からの PGD2細胞外放出に寄与しないことを
示した。 
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次に HMC-1 細胞からの PGD2細胞外放出に対する ABCC4 阻害薬の効果を解析すること
とした。HMC-1細胞に 50 μM AAを添加し 24時間後に洗浄、新しい培地（血清不含）に交
換後 5 分で、培地中及び細胞ペレット中に定量可能な量の PGD2 が存在することを確認し
た。この条件下で 10 μM CeefourinTM 1、50 μM MK571 による培地中の細胞外 PGD2量の変化
を調べた結果、それぞれ 53 %、31 %の有意な減少を示した（Fig. 10A）。このことから、TE671
細胞とは異なり、HMC-1 細胞において ABCC4阻害薬は PGD2細胞外量を減少させることを
示した。その一方で、細胞ペレット中の細胞内 PGD2量は変化せず、PGD2の蓄積が見られ
なかった（Fig. 10B）。この原因として細胞内での代謝の影響を考え、主要な PG代謝酵素で
ある 15-hydroxyprostaglandin dehydrogenase（15-PGDH）を阻害する CAY10397（50 μM）75を
用いた。しかし、細胞内の PGD2蓄積は見られなかったことから、少なくとも 15-PGDH を
介した代謝は関与しないと考えられた（Fig. 11）。結果として PGD2細胞外/細胞内量比は有
意な低下を示し、ABCC4 阻害薬による PGD2細胞外放出抑制が示された（Fig. 10C）。  
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次に RNA 干渉によって ABCC4 発現を抑制させたときの細胞外・細胞内 PGD2量を測定
し、ABCC4阻害薬の結果を裏付けることとした。終濃度 30 nMのABCC4 siRNA (HSS115675、
HSS173510) を導入することにより、HMC-1 細胞の ABCC4 タンパク質発現量は約 60 %減
少し、ABCC4 mRNAは約 50 - 60 %減少した (Fig.12A - C) 。また、HMC-1細胞では COX-1
が PG 産生に機能していることが知られているが、ABCC4 siRNA導入による COX-1 mRNA
発現量の有意な変化は見られなかった（Fig. 12D）。この条件下で、50 μM AA 24時間曝露後
の細胞外・細胞内 PGD2量を測定したところ、細胞外量は 56 - 70 %、細胞内量は 23 - 29 %
有意に減少した (Fig. 12E, F)。算出した細胞外/細胞内量比は有意な減少を示し (Fig. 12G) 、
ABCC4 阻害薬を使用した場合と一致したことから、ABCC4 は HMC-1 細胞からの PGD2細
胞外放出に寄与することを示した。  
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第 4 節 抗原刺激後の肥満細胞からの PGD2細胞外放出に対する ABCC4阻害薬の効果 
 
 前節の結果から、ABCC4 阻害薬は HMC-1細胞からの PGD2細胞外放出を抑制できること
を示した。肥満細胞から放出される PGD2 は主にアレルギー性疾患の症状の発現に関わり、
肥満細胞の細胞膜上に結合した IgE を介して抗原刺激を受けることで PGD2産生・放出が亢
進することが知られている。HMC-1 細胞は IgE 結合能を有しないことから、抗原刺激時の
ABCC4 阻害効果を評価することが難しい。そこで、抗原刺激時の脱顆粒の研究に汎用され
るラット好塩基球性白血病細胞株 RBL-2H3 細胞 76, 77を用いて抗原刺激時での ABCC4 阻害
効果を評価することとした。 
 ABCC4 mRNA（344 bp）及びタンパク質（160 - 170 kDa78, 79）は、RBL-2H3 細胞に発現し
ていることを確認した（Fig. 13A, B）。RBL-2H3 細胞において ABCC4が PGD2細胞外放出に
機能していることを確認するため、10 μM AA共存条件下における CeefourinTM 1による阻害
効果を確認することとした。CeefourinTM 1は 10 μMの濃度で RBL-2H3 細胞の脱顆粒に有意
に影響を及ぼしたことから、2.5 μMの濃度で使用した。その結果、2.5 μM CeefourinTM 1に
より細胞外 PGD2量は約 20 %減少した（Fig. 13C）。また、細胞内量に有意な変化はなく、結
果として細胞外/細胞内量比は有意に減少した（Fig. 13D, E）。このことから、RBL-2H3細胞
においても ABCC4 が PGD2細胞外放出に機能していることが判明した。続いて RBL-2H3細
胞を 5 分間抗原（50 ng/mL DNP-HSA）で刺激した時の PGD2放出に対する CeefourinTM 1の
効果を検証した。その結果、2.5 μM CeefourinTM 1 存在条件下で細胞外 PGD2量は約 30 %減
少した（Fig. 13F）。また、細胞内量に有意な変化はなく、結果として細胞外/細胞内量比は減
少傾向を示した（Fig. 13G, H）。10 μM AAまたは 50 ng/mL DNP-HSA添加後のいずれにおい
ても 2.5 μM CeefourinTM 1 は細胞外 βヘキソサミニダーゼ活性を変化させなかったことから
（Fig. 13I, J）、ABCC4阻害薬による PGD2細胞外量の低下は、脱顆粒の抑制によって起こっ
たものではないことが示唆された。 
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第 5 節 ABCC4 を介した PG輸送の基質選択性に関する検討 
 
本章第 2 節の結果から、3-series PGs も 2-series PGs と同様に ABCC4 の輸送基質であり、
2-series PG と比較し ABCC4 に対する親和性が低いことが判明した。この結果から、輸送速
度論パラメーターの違いによって 2-series PGs と 3-series PGs の放出に選択性が生じる可能
性を考えた。そこで、本章第 3節で ABCC4 を阻害・ノックダウンすることにより PGD2細
胞外放出を抑制できることを示した HMC-1細胞に、50 μM AAに代え 50 μM EPAを添加し
PGD3産生促進を試みた。その結果、細胞内 PGD2、PGD3は 10 分まで検出下限以下であっ
たが、細胞外 PGD2、PGD3量は経時的に増大した。（Fig. 14A, B）、ABCC4 阻害薬（10 μM 
CeefourinTM 1、50 μM MK571）による細胞外 PGD2、PGD3 量変化を検証した結果、細胞外
PGD2量はそれぞれ 36 %、43 %有意に減少した。また細胞外 PGD3量は、有意差はないもの
のそれぞれ 17 %、23 %の減少傾向を示した（Fig. 14C, D）。 
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続いて ABCC4 阻害薬による細胞内外 PGE3、PGF3α 量の変動を調べることとした。A549
細胞は PGE2、PGF2αの細胞外放出に ABCC4 が機能することが既知であり 41、また EPA を
含む培地で培養することにより PGE3を産生することから 46、本実験に適した細胞株である
と考えた。A549 細胞を 100 μM EPAを含む培地（血清不含）で 24時間培養した後、カルシ
ウムイオノフォア A23187（10 μM）で 5分間刺激することによって、検出に十分な量の PGE3、
PGF3αが産生された。この条件で 50 μM MK571 を添加した結果、細胞外 PGE3、PGE2量は
それぞれ 27 %の減少傾向、47 %の有意な減少を示した（Fig. 15A, B）。また、同様に細胞外
PGF3α、PGF2α量もそれぞれ 33 %、37 %減少した（Fig. 16A, B）。この時の細胞内量は PGE3、
PGE2でそれぞれ 41 %の増加傾向、62 %の有意な増加を示したが（Fig. 15C, D）、一方で PGF3α、
PGF2αは変化しなかった（Fig. 16C, D）。以上の結果から算出した細胞外/細胞内量比はいず
れも有意な減少を示し（Fig. 15E, F、Fig. 16E, F）、MK571 による細胞外放出抑制が示された。 
ABCC4 ノックダウンによっても細胞外量の減少が起こることを確認するため、A549 細
胞に ABCC4 siRNA（終濃度 1 nM、HSS115675 及び HSS173510）を導入したところ、導入後
72 時間で ABCC4 発現の顕著な抑制が確認された（Fig. 17A）。また、この時の COX-2 発現
量は HSS115675 で減少傾向、HSS173510 で増加傾向を示した（Fig. 17B）。PGE3、PGE2、
PGF3α、PGF2αのいずれも、Negative controlと比較して 46 - 72 %の有意な細胞外量の減少が
見られた（Fig. 17C, D、Fig. 18A, B）。一方、PGE3、PGE2細胞内量は変化がないか、または
有意な増加を示したが（Fig. 17E, F）、PGF3α、PGF2α細胞内量はそれぞれ 37 - 42 %、52 - 56 %
有意に減少した（Fig. 18C, D）。この結果から算出した細胞外/細胞内量比は、Negative control
と比較していずれの PG も有意な減少を示した（Fig. 17G, H、Fig. 18E, F）。 
以上の結果を元に、MK571 及び ABCC4 siRNA を使用した場合の細胞外 PGE2/PGE3比、
PGF2α/PGF3α比を算出した。細胞外 PGE2/PGE3比はMK571により 3.4から 2.7へ（Fig. 19A）、
ABCC4 siRNAにより 3.8から 2.9 - 3.2へ有意に減少した（Fig. 19B）。また、細胞外 PGF2α/PGF3α
比は MK571 で変化しなかったが（Fig. 19C）、ABCC4 siRNAにより 6.7から 4.4 - 5.3へ有意
に減少した（Fig. 19D）。 
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第 6 節 考察 
 
 本章ではまず、AAから生合成される 2-series PGの中で比較的安定な PGD2、PGE2、PGF2α
に加え、2-series PGsと同様の生合成経路で EPAから生合成される 3-series PG（PGD3、PGE3、
PGF3α）に着目し、輸送特性解析を行った。ABCC4 過剰発現 HEK293 細胞から作製した膜小
胞を用いることで、PGD2、PGD3、PGE3、PGF3αが ABCC4 の輸送基質であることを明らか
とした（Table 5）。ABCC4 の典型的基質・阻害薬を用いた阻害実験でプロベネシド、cGMP
は既報の IC50、Km の 5 倍程度の高濃度存在条件下でも阻害効果は小さかった。cGMP は同
じく ABCC4 の輸送基質であるメトトレキサートの輸送を非競合的に阻害することが知ら
れている 80。また、ABCC4 によるメトトレキサートの輸送を阻害する尿酸は、cGMP 輸送
を阻害しないことがわかっていることから 58、メトトレキサートと cGMP は異なる基質結
合部位を介して ABCC4により輸送されている可能性が高い。メトトレキサートの類似化合
物である葉酸（Km = 170 μM）が Kmに近い 200 μMで PG 輸送を 32 - 59 %まで抑制したこと
から（Table 6）、PG はメトトレキサートや葉酸と同じ基質結合部位に結合し、cGMPとは異
なる可能性が考えられる。加えて、プロベネシドの IC50は cGMP 輸送に対する阻害実験か
ら得られた結果である 78。以上より、プロベネシドや cGMPは PG と異なる結合部位に結合
するため、今回の阻害効果と既報の IC50や Kmとの乖離が生じたと考え、PGD2、PGD3、PGE3、
PGF3αが ABCC4 の輸送基質であることを否定する結果になり得ないと考える。 
ABCC4 を介した輸送速度の濃度依存性実験から算出された Km が、PGD2＜PGE2＜PGD3
＜PGE3＜PGF2α＜PGF3αであることが判明した（Table 5）。2-series PG に着目すると、PGF2α
の 9 位（PGE2）または 11位（PGD2）いずれかのヒドロキシ基がカルボニル基へ変換される
と ABCC4 への親和性が高まることがわかる。これにより ABCC4 との相互作用がどのよう
に変化し親和性に影響しているか証明されていないが、考えられる可能性として PGF2α の
9、11 位のヒドロキシ基が五員環の同じ面に向いており、その面が親水的であると考えられ
る（Fig. 20）。これが ABCC4 の疎水性残基との相互作用を妨げているため、PGE2や PGD2
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に比べ親和性が低下したと推察される。 
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PGD2は ABCC4 に対する親和性が PGE2と同程度に高い輸送基質であった。PGE2の細胞
外放出及び作用発現（痛覚閾値の低下）が ABCC4 ノックアウトマウスで抑制された報告か
ら 40、同様に PGD2の細胞外放出及び作用発現に ABCC4 が寄与する可能性を考えた。特に
ABCC4 を介した PGD2細胞外放出が特定の細胞で起こる可能性を考えたことから、PGD2産
生細胞株として知られる 2種類の細胞株（TE671 細胞と HMC-1細胞）を用いて検討を行っ
た。その結果、ABCC4は HMC-1細胞、TE671 細胞のいずれにおいても発現するが、ABCC4
選択的阻害薬によって TE671 細胞の PGD2 細胞外量は変化しない一方で、HMC-1 細胞の
PGD2細胞外量が低下した（Fig. 8A - C, Fig. 10A）。さらに RBL-2H3 細胞にも ABCC4が発現
し、抗原刺激後も ABCC4 阻害薬によって PGD2細胞外量を低下させることがわかった（Fig. 
13）。また、PGD2細胞外量の減少は脱顆粒の抑制によって起こったのではないことが示唆さ
れたことから、肥満細胞からの PGD2放出において脱顆粒とは独立して ABCC4 が寄与する
可能性を本研究では初めて見出した。HMC-1細胞に比べ RBL-2H3 細胞で ABCC4阻害薬に
よる細胞外 PGD2量低下が小さかった理由として、ABCC4 発現量の違いが考えられる。両
細胞間でのABCC4発現量を直接比較可能なデータは存在しないが、RBL-2H3細胞のABCC4 
mRNA 及びタンパク質のシグナルが小さく HMC-1 細胞の場合より検出が困難であったこ
とから、RBL-2H3 細胞での ABCC4発現量は低いと考えられる。肥満細胞において ABCC4
が PGD2 細胞外放出に関わることの生理的意義については今後さらなる検討が必要である
が、がん組織に浸潤した肥満細胞からのメディエーター分泌は抗原刺激時の脱顆粒とは異
なると考えられている 81。がん組織で肥満細胞が造血器型 PGD合成酵素（H-PGDS）を介し
て産生し放出した PGD2は血管新生抑制作用を示すことが知られており 82, 83、この PGD2放
出を担う分子の一つが ABCC4 である可能性が考えられる。 
TE671 細胞では ABCC4 が発現するにもかかわらず PGD2細胞外放出に寄与せず、この原
因は現在のところ不明である。一方で、エキソサイトーシスを阻害することにより PGD2細
胞外放出を抑制できることを明らかにした（Fig. 9）。TE671 細胞で機能することが報告され
ているリポカリン型 PGD 合成酵素（L-PGDS）は、中枢組織において PGD2生合成の主要な
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酵素であると知られている 84。L-PGDS は細胞内の小胞体内に局在し、PGD2 とともに脳脊
髄液中へ分泌されることから 84, 85、L-PGDSを介して生合成された PGD2はエキソサイトー
シスにより脳内細胞中の小胞体から直接細胞外の脳脊髄液中へ放出されていることは妥当
な結果であると考える。この結果から、L-PGDSが主に機能する中枢組織では PGD2細胞外
放出に ABCC4 が利用されていないと推察される。一方、ABCC4 は脈絡膜に発現すること
から、PGD2を脳脊髄液中から全身血中へ排出することで PGD2生理作用の調節を担ってい
ると考えられており 86、ABCC4 ノックアウトマウスを用いた睡眠覚醒パターンの解析によ
り検証することが今後必要であると考える。 
膜小胞を用いた速度論解析から、3-series PG の ABCC4に対する親和性が 2-series PG より
も低いことが示された（Table 5）。これは PGT や受容体に対する結果と類似する 43, 87。3-
series PG の ω-3 位に存在する二重結合が親和性の低下の要因であると考えられ、COX と
AA、EPA との結合の報告から、この二重結合が自由度を減少させることで 3-series PG と
ABCC4 の結合が弱まったものと推察される 88, 89。その結果、2-series PG と 3-series PG で Km
は 1.8 - 3.6倍変化したが、一方で輸送効率を示す Vmax/Kmは 1.2 - 1.9倍の違いにとどまった。
これにはABCC4のATP加水分解活性部位を形成するアミノ酸残基の配置が結合する PGに
よって変化し、結果として Vmaxが変化した可能性が考えられる。PGE2の結合により ABCC4
の ATP 加水分解活性が上昇することが知られており 90、これは LTC4の結合により ABCC1
の 2つの ATP結合カセットが近接し ATP加水分解活性が高まることと同様のメカニズムで
あると推測される 91。すなわち、ABCC4 に結合した時に ATP加水分解し易いように構造変
化を起こす PG ほど Vmax が高まり輸送効率が上昇する可能性が考えられる。以上の速度論
解析の結果から、細胞内濃度が Km に近づくと 2-series PG と 3-series PG の競合が生じ、
ABCC4 に対する親和性の高い 2-series PG が優位に輸送されると考えられる。一方で細胞内
濃度が Kmを下回る場合、2-series PG と 3-series PG の Vmax/Kmが同等であることから、細胞
外放出における ABCC4の寄与も同程度になると予想される。 
50 μM EPAで 24 時間処理した HMC-1細胞の PGD3細胞外量は、10 μM CeefourinTM 1、50 
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μM MK571でそれぞれ 17 %、23 %減少傾向を示したものの、PGD2細胞外量の減少（36 %、
43 %）よりは小さかった（Fig. 14C, D）。しかし、細胞外 PGD2、PGD3量の経時変化の結果
得られた近似直線の y軸切片（Fig. 14A, B）から、0分の推定細胞外 PGD2、PGD3量はそれ
ぞれ-0.09、1.15 pg/mg protein/0.2 mLとなり、細胞外 PGD3量のベースラインが高いと推測さ
れる。こうした現象が起こる原因は現在のところ不明である。この結果、0分での推定細胞
外量をそれぞれ差し引いて CeefourinTM 1、MK571 による細胞外量の減少率を算出した結果、
PGD2は 35 %、42 %、PGD3は 28 %、38 %の減少を示すことがわかり、2 つの ABCC4 阻害
薬の効果はほぼ同等であると考えられた。この時の HMC-1細胞内 PGD2、PGD3量は検出下
限以下であり、HMC-1細胞の細胞容積は報告されていないが、HeLa 細胞の細胞質容積が 1.6 
pL/cell である報告を参考として適用した場合 92、細胞内濃度は 1 nM 以下と Kmを大きく下
回ることが推定され、互いに競合しているとは考えにくい。また、ABCC4 を介した PGD2と
PGD3輸送の輸送効率はそれぞれ 3.0、3.6 μL/mg protein/30 sec（Table 5）とほぼ同等であるこ
とからも、ABCC4 阻害薬の効果が同等であったことは妥当な結果と考えられる。一方で
ABCC4 阻害薬によって HMC-1細胞外 PGD2量は 1.3 - 1.5 pg/mg protein/5 min減少したのに
対し、細胞外 PGD3の減少量は 0.5 - 0.7 pg/mg protein/5 minであり、PGD2の約 0.4倍である
ことが判明した。これは PGD2 と PGD3 の生合成速度の差が反映されている可能性がある。
H-PGDS による PGD3生合成速度は PGD2の 0.2 倍であると報告されており 36、本結果を説
明できるものと考えられる。 
A549細胞からの PGE3、PGF3α放出は PGE2、PGF2αと同様、ABCC4阻害薬及び ABCC4 ノ
ックダウンによって抑制されることを示した（Figs. 15 - 18）。PGE2/PGE3 細胞外量比は
ABCC4 阻害、ABCC4ノックダウンいずれによっても減少したことから（Fig. 19A, B）、PGE3
に比べ PGE2の方が細胞外放出における ABCC4の寄与が大きいと考えられる。PGE2、PGE3
が細胞内に均一に存在すると仮定し、過去にスルファニラミドを用いた結果から A549細胞
内容積が 2.1 μL/mg proteinであったことを適用すると、PGE2、PGE3の細胞内濃度はそれぞ
れ 3.8、4.4 μMと算出される。PGE2、PGE3の生合成に関わる mPGES-1は核膜に存在するこ
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とから 93、実際には細胞内に均一に存在せず細胞膜近傍では算出された濃度に達しないと推
測されるが、Kmに近い数値になる可能性がある。この結果、PGE2と PGE3が競合し、ABCC4
に対する親和性の高い PGE2が優先的に輸送されたと考えられる。一方で PGF2α/PGF3α細胞
外量比は ABCC4 阻害によって変化しなかった（Fig. 19C）。PGF2α、PGF3αの推定細胞内濃度
はそれぞれ 0.48、0.53 μM と、ABCC4 による輸送の Kmの 1/10 以下であり競合する可能性
が低いことから、HMC-1 細胞の PGD2、PGD3 と同様に妥当な結果であると考えられる。
ABCC4 ノックダウンによって PGF2α/PGF3α細胞外量比は減少したが（Fig. 19D）、ABCC4 阻
害の結果を考慮すると、ABCC4 ではなく ABCC4 ノックダウンに付随して変化した生合成
過程の影響によるものと考えられる。PGF合成能を有する Aldo-keto reductase 1B1（AKR1B1）
や AKR1C3 は、PGH2に対する Kmがそれぞれ 1.9 μM、10 μM であり 94、mPGES-1（Km = 160 
μM）に比べ低いことが知られている 95。このことから、AKR1B1 や AKR1C3 で PGH2 と
PGH3が競合した結果を反映したのではないかと推察される。以上のことから、PG の細胞内
濃度がトランスポーターによる輸送の Kmを下回る条件であれば、トランスポーター阻害に
よって 2-series PG/3-series PG 細胞外量比が変化する可能性は低いと考えられる。 
 ABCC4 阻害やノックダウンにより細胞外放出が抑制されることで細胞内に PG が蓄積す
ると考えられたが、予想に反しほとんどの PGは細胞内で蓄積しなかった。この原因として
まず代謝や変換の影響を考えたが、HMC-1細胞では PG 代謝に関わる 15-PGDH を阻害して
も細胞内 PGD2の蓄積は見られず（Fig. 11）、また PGD2は PGFS-2を介して PGF2αに変換さ
れることが知られているものの 95、control 群、ABCC4 阻害薬群のいずれでも細胞内 PGF2α
は検出されなかった。本検討では測定対象外であった他の PG 代謝物へ変換された可能性は
現在のところ否定できず、細胞内 PG 代謝物の網羅的な測定を要すると考えられる。 
別の原因としては生合成の低下が挙げられる。MK571 による TE671 細胞内 PGD2量の低
下は、HMC-1 細胞・A549 細胞の TXB2と同様の傾向を示した。MK571 は COX-2 の酵素活
性には影響しないことを確認しており 41、少なくともその下流の L-PGDS や TXS に影響を
及ぼしていると考えられる。L-PGDS と TXS は他の PG 合成酵素と異なりシステイン残基
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が活性中心となっている 95。また、MK571 とほぼ同じ化学構造を有する MK0679 はグルタ
チオン抱合を受けることが知られている 96。このことから、恐らく MK571 は L-PGDS や
TXS の活性中心の活性化した硫黄原子と結合し酵素活性を消失させる自殺基質として影響
を及ぼした可能性が考えられる。一方で、ABCC4 阻害薬使用後の HMC-1 細胞の PGD2、
A549 細胞の PGF2α・PGF3αにおいても生合成低下の可能性が考えられるが、現在のところ詳
細は不明である。1 つの可能性として一時的に蓄積した細胞内 PGが合成酵素をフィードバ
ック阻害したことが考えられる。この場合、今回の研究では検討しなかった ABCC4阻害薬
存在下での経時的な細胞外・細胞内 PG 量変動の解析により、5分よりも短時間で細胞内量
の増加が見られると考えられ、今後の検討課題である。 
一方、ノックダウンのように ABCC4 を長期的に抑制した場合、ABCC4 による cAMP 排
出低下と PG放出低下の 2つの要因により合成酵素発現低下が生じる可能性がある。ABCC4
は cAMP を輸送基質とすることから ABCC4 ノックアウトマウスでは細胞内 cAMP 濃度が
常に高い状態にあり、外部刺激に応じたシグナル伝達に応対できないことが報告されてい
る 40。COX-2 の発現誘導を引き起こす経路の一つに cAMP-protein kinase A（PKA）経路があ
ることから、ABCC4 ノックアウトマウスにおける COX-2 発現量低下は cAMP-PKA シグナ
ルの減弱の結果であると考えられている 40。しかしながら、本検討で ABCC4 siRNA導入に
より A549細胞の COX-2 タンパク質発現量が、一方の siRNAで低下し他方で上昇した（Fig. 
17B）。この結果からA549細胞の COX-2発現変動はABCC4発現抑制に由来する cAMP-PKA
シグナル減弱の影響によるものでないと考えられる。一方 AKR1C3 は forskolin により発現
誘導されること 97、H-PGDS はプロモーター部位に cAMP response element を有することが
報告されている 98。このことから、ABCC4 siRNA導入による A549 細胞での PGF2α・PGF3α、
HMC-1細胞での PGD2の細胞外・細胞内量低下は、cAMPシグナル減弱に伴う AKR1C3、H-
PGDS発現低下が原因であると推察される。 
また、PGE2は EP2 を介して COX-2 発現を上昇させることが報告されている 45。COX-2発
現上昇により mPGES-1発現も上昇する報告もあり 99、こうしたポジティブフィードバック
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機構が PGE2放出低下により減弱した可能性も考えられる。この可能性は ABCC4 のみなら
ず PG 細胞外放出を標的とした場合には常に起こりうることから、今後検証する必要がある
と考える。特に PGE2以外に同様のポジティブフィードバック機構を示すか否かは解明され
ていないことから、PGE2と同様に PGD2や PGF2α を細胞株に添加した際の合成酵素発現変
動解析に今後着手すべきと考える。 
 以下に本章で明らかとなったことをまとめる（Fig. 21）。 
・ABCC4 阻害効果の細胞選択性：ABCC4 を発現する PGD2産生細胞である 2種類の培養細
胞（ヒト小脳髄芽細胞由来 TE671 細胞とヒト肥満細胞由来 HMC-1 細胞）を使用した結果、
ABCC4 阻害薬は HMC-1 細胞からの PGD2放出を抑制し、TE671 細胞からの PGD2放出を抑
制しなかった。TE671 細胞では PGD2細胞外放出においてエキソサイトーシスの寄与が大き
いことがわかり、PG 細胞外放出における ABCC4 の寄与が大きい細胞に対して選択的に
ABCC4 阻害薬が効果を示す可能性を示した。 
・ABCC4 阻害による PG バランスの変化：AAから生合成される PGE2、PGF2αと EPAから
生合成される PGE3、PGF3αの細胞外量比が、ABCC4 阻害薬によって変化するか検証した結
果、PGE2/PGE3比は減少したが、PGF2α/PGF3αは変化しなかった。輸送の速度論パラメータ
ーと推定細胞内濃度の関係から、PGE2と PGE3は ABCC4 を介した輸送において競合し、よ
り親和性の高い PGE2 が優先的に輸送されていたと考えられる。一方で PGF2α と PGF3α は
ABCC4 を介した輸送において競合しないため、同程度に輸送されたと考えられた。このこ
とから、PG 細胞内濃度が ABCC4 を介した輸送の Kmを下回る場合には、ABCC4 阻害によ
る PG バランス変化は起こらない可能性を示した。 
 以上のことから、ABCC4 を標的とした治療戦略が有用である可能性を示した。しかしな
がら、ABCC4 を阻害しても細胞外 PG 量は最大でも 50%程度の減少に留まり、ABCC4 阻害
薬が効果不十分となることが懸念された。このことから、ABCC4 に代わる新たな治療標的
となる PG 細胞外放出トランスポーターを探索する必要があると考え、次章でその輸送特性
の解析を行うこととした。 
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第 3 章 新規 PGE2細胞外放出トランスポーターの探索  
 
第 1 節 序 
 
 前章の結果から、ABCC4 阻害薬は特定の細胞に対して選択的に作用し、PG バランスへの
影響が小さい可能性を示し、ABCC4 を治療標的とすることの有用性を示した。しかし一方
で、PG の細胞外放出における ABCC4 の寄与は部分的であったことから、ABCC4を標的と
した薬剤は効果不十分となることが懸念された。前章で A549 細胞、HMC-1細胞の ABCC4
や TE671 細胞のエキソサイトーシスを抑制しても細胞外 PG は完全には消失しなかったこ
とから、他の細胞外放出経路が存在すると考えられる。前出のリン脂質メディエーターS1P
の赤血球からの細胞外放出には近年同定されたMfsd2bの他に、以前から ATP依存的なトラ
ンスポーターの関与も示唆されており 100、PG の細胞外放出においても ABCC4 を含む複数
のトランスポーターが関与すると推測された。そこで、本章では新たな PG 細胞外放出トラ
ンスポーターを探索することで PG 細胞外放出の分子メカニズムをさらに明らかにし、PG
細胞外放出トランスポーターを標的とした治療戦略の情報基盤を構築することとした。 
 PG 細胞外放出トランスポーターを同定するためには、そのトランスポーターが機能して
いる細胞を用いて駆動力、速度論パラメーター、基質認識性に関する情報を収集することが
必要である。実際、現在では同定されている胆汁酸やコリンのトランスポーターについても、
肝細胞株、肺細胞株を用いて収集した情報がクローニングに利用された 101 - 104。こうした情
報は細胞をそのまま適用することもあるが、胆汁酸やコリンの場合には細胞内での生合成
や代謝の影響を避けるために、細胞から膜小胞を作製し検討に用いられた。PG も細胞内で
生合成、代謝されることから、本研究においても膜小胞を用いて検討する必要があると考え
た。さらに膜小胞を用いることで、放出方向の速度論パラメーターの導出が可能であると考
えた。すなわち、ABCトランスポーターは外部から添加した ATPと結合できるのは反転し
た膜小胞のみであるため、膜小胞内へ取り込まれた PG 量を測定することで放出方向の評価
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が可能となる 105。また、膜小胞外を細胞内、膜小胞内を細胞外と見立てイオン等の濃度勾
配や膜電位を自由に形成できることから、SLC トランスポーターの放出方向の関与につい
ても検証可能である。以上のことから、膜小胞を用いた輸送実験が本章にも適する手法であ
ると考え適用することとした（Fig. 22）。 
 本章では PGE2に絞り検討を行うこととした。PGE2は既に複数の SLC トランスポーター
によって細胞内へ取り込まれることがトランスポーター過剰発現細胞を用いた輸送実験で
示されている 106 - 109。このことから、既報と本研究から得られる結果との照合により既知ト
ランスポーターの関与の可能性について検証できると考えた。加えて、PGE2は炎症性疾患、
心血管系疾患、がんなどに関与することから 4, 9, 10, 14、トランスポーターを介した PGE2放出
抑制を実現することができれば様々な疾患に対する新たな治療戦略になりうると考えた。 
 前章の結果から PGE2細胞外放出に ABCC4 とは別の経路が関与していることが示唆され
た A549 細胞を用いて、本章では膜小胞を作製して輸送実験を行い PGE2輸送の駆動力、速
度論パラメーター、基質認識性を評価することでトランスポーターの探索を試みた。 
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第 2 節 A549 細胞膜小胞を用いた PG輸送の駆動力探索 
 
 A549細胞から作製した膜小胞は ATP依存的 PGE2輸送を示し、10 μM CeefourinTM 1 で完
全に抑制された（Fig. 23A）。このことから、A549 細胞からの PGE2放出に関与する ABCト
ランスポーターはほとんど ABCC4 で占められることが判明したため、以降は SLC トラン
スポーターに焦点を絞り細胞膜透過の特性解析を進めることとした。まず、輸送基質の濃度
勾配ポテンシャルエネルギーを利用する促進拡散型トランスポーターが介在する可能性を
検証するために、膜小胞外に K2SO4 存在条件下でカリウムイオノフォアであるバリノマイ
シンを加え膜小胞内が正の膜電位を生成させたが 110、PG 輸送の増大はわずかであった（Fig. 
23B）。次に、Na+勾配を駆動力として利用する二次性能動輸送トランスポーターが介在する
可能性を検証するために、膜小胞内を Na+存在条件（100 mM NaCl）または非存在条件（100 
mM N-methyl-D-glucamine chrolide）にして PGE2取り込み実験を行ったところ、取り込み増
大は見られなかった（Fig. 23C）。同様に Cl-勾配の関与を調べるため、膜小胞内を Cl-存在条
件（100 mM NaCl）または非存在条件（100 mM Sodium gluconate）にしても、PGE2取り込み
の増大は見られなかった（Fig. 23D）。H+勾配を駆動力として利用するトランスポーターが
介在する可能性を検証するために、膜小胞内 pH7.4 に固定して膜小胞外 pH を 5.0 から 9.0
まで変化させたところ、pH 低下に伴い PGE2取り込みが増大した（Fig. 24A）。膜小胞外 pH6.0
に固定して PGE2取り込みの経時変化について調べたところ、輸送時間 60 秒をピークとす
るオーバーシュート現象が観察され、濃度勾配に逆らい能動的に輸送されている可能性が
示された（Fig. 24B）。さらに、H+勾配がこの能動輸送の駆動力であることを確認するため
に、膜小胞内外とも pH6.0 にしたところ、オーバーシュート現象は消失した（Fig. 24C）。以
上の結果から、PGE2輸送に H+勾配を駆動力として利用するトランスポーターが介在する可
能性を示した。  
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第 3 節 A549 細胞からの PGE2放出における H+勾配の関与 
 
 これまでに H+勾配が PG の細胞外放出に関与することを示した報告はない。そこで、A549
細胞の細胞内外で H+勾配を形成させた場合に PGE2 放出が促進されるか検証することとし
た。A549細胞に pH5.5 の緩衝液を 5分間添加することで、細胞内 pH が 7.7から 6.9 へ低下
した（Fig. 25A, B）。その後 pH7.4 の緩衝液に置換することで H+勾配を形成できると考え、
置換後の PGE2細胞外放出を評価することとした。 
 pH5.5 の緩衝液を 5 分間添加後の細胞外・細胞内 PGE2量は、pH7.4 の緩衝液 5 分間添加
と比較して、それぞれ 57 %、24 %減少し、細胞外/細胞内量比は有意に減少した（Fig. 25C - 
E）。その後 pH7.4 の緩衝液に置換したところ、pH5.5 の緩衝液でのプレインキュベーション
により 5分後の PGE2細胞外・細胞内量はそれぞれ 260 %、10 %増加し、細胞外/細胞内量比
は有意に増大した（Fig. 25F - H）。以上の結果から、H+勾配依存的 PGE2輸送は実際に A549
細胞からの PGE2放出に関与する可能性を示した。
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第 4 節 H+勾配依存的 PGE2輸送の特性解析 
 
 次に H+勾配依存的 PGE2 輸送の濃度依存性及び阻害実験による速度論パラメーターの導
出及び基質認識性に関する情報収集に着手した。A549 細胞膜小胞への H+勾配依存的取り込
みは、PGE2添加濃度を 500 μMまでに上昇させた場合においても飽和を示さなかった（Fig. 
26A）。また、SLC22 ファミリーに属する organic anion transporter（OAT）の基質である p-ア
ミノ馬尿酸、SLC21 ファミリーに属する organic anion transporting polypeptide（OATP）の基
質であるブロモスルホフタレインは PGE2 輸送を阻害しなかった（Fig. 26B）。OAT、OATP
の PGE2輸送における Kmはそれぞれ 154 - 970 nM108、55.5 - 94 nM26, 107と比較的高い親和性
を示した報告も考慮すると、OATや OATPが関与する可能性は低いと考えた。一方で、SLC16
ファミリーに属する monocarboxylate transporter (MCT) 6 は PGF2αを輸送することが報告さ
れており 111、SLC16 ファミリーの典型的基質とされている乳酸の Kmが 3.5 mM（MCT1）、
0.74 mM（MCT2）、28 mM（MCT4）であることが知られている 112。このことから、A549 細
胞膜小胞の H+勾配依存的 PGE2輸送は特にMCTが関与している可能性を考え、次に種々の
カルボン酸（10 mM）存在条件下で PGE2輸送が阻害されるか検討した。その結果、H+勾配
依存的 PGE2輸送は MCT1 - 4の輸送基質である L-乳酸、D-乳酸でそれぞれ 36 %、20 %減少
傾向を示した。また、芳香族モノカルボン酸であるアセチルサリチル酸、サリチル酸、p-ニ
トロ安息香酸はそれぞれ 64 %、62 %、70 %の有意な阻害効果を示し、安息香酸も 59 %の阻
害傾向（p = 0.0522）を示した。一方でジカルボン酸であるマレイン酸、トリカルボン酸で
あるクエン酸は有意な阻害効果を示さなかった（Fig. 26C）。 
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第 5 節 考察 
 
 本章では PG 細胞外放出に寄与するトランスポーターの探索を目的として A549細胞膜小
胞を用いた輸送実験を行った結果、Na+勾配、Cl-勾配、膜電位は PGE2輸送の駆動力となら
ないことが判明し（Fig. 23）、その一方で膜小胞外 pH の低下に伴い PGE2取り込みが増大し
た（Fig. 24A）。また、膜小胞外 pH6.0 に固定し、膜小胞内 pH7.4 にした際には取り込み時間
60 秒までに一過的な膜小胞内への PGE2蓄積が見られ、その後減少するオーバーシュートが
観察された（Fig. 24B）。一方で膜小胞内 pH6.0 にした場合にはオーバーシュートは観察され
ず、取り込み時間 5 分から 60 分までの PGE2蓄積量は変化していなかった（Fig. 24C）。取
り込み時間 60 分は PGE2の膜小胞内濃度と膜小胞外濃度が平衡状態に達するに十分な時間
であることから、取り込み開始 60秒で一過的に PGE2が蓄積した際、PGE2の膜小胞内濃度
が膜小胞外濃度を上回っていたと考えられる。H+勾配はこの PGE2の濃度勾配に逆らった取
り込みにおけるポテンシャルエネルギーとして利用された後、膜小胞内 pH も 6.0となり H+
勾配が消失し、PGE2 濃度勾配に従って膜小胞内から膜小胞外へ拡散したことで PGE2 蓄積
量が減少し、オーバーシュートが形成されたと推察される（Fig. 27）。 
H+勾配を駆動力とし、PGE2 500 μMでも飽和性を示さなかった低い親和性から（Fig. 26A）、
PGF2αを pH 依存的に輸送するMCT6 が属し 111、典型的基質である乳酸の Kmが 0.74 - 28 mM
と低親和性を示すことが知られる SLC16 ファミリーが関与すると考えた 112。SLC16 ファミ
リーのトランスポーターが PGE2輸送に寄与している場合、モノカルボン酸によってその輸
送は阻害されると考え阻害実験を行った結果、L-乳酸、D-乳酸による阻害効果はそれぞれ
36 %、20 %であった（Fig. 26C）。乳酸による阻害効果は小さかったものの、L体と D体で
異なる傾向を示した。MCT1、2及び 4に対する L-乳酸の阻害効果は D-乳酸に比べ強力であ
ることが知られており 113, 114、一部は MCT1、2 または 4 が H+勾配依存的 PGE2輸送に関与
する可能性が考えられる。また、H+勾配依存的 PGE2輸送は芳香族モノカルボン酸（10 mM）
によって 59 - 70 %抑制された。このことから、H+勾配依存的 PGE2輸送の大部分は芳香族モ
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ノカルボン酸を輸送基質とするトランスポーターが寄与する可能性が示唆された。 
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一方で、実験的証明はなされていないものの H+勾配が受動拡散による PG 細胞外放出に
寄与する仮説も存在する 115。また、脂質から人工的に作られトランスポーターを含まない
膜小胞においてもサリチル酸が pH 低下とともに取り込みが増大し、オーバーシュート現象
を示すことが報告されている 116。このメカニズムは次のように説明される（Fig. 28）。pH 分
配仮説に基づいて、イオン型に比べ細胞膜を容易に透過できる分子型の割合が pH 低下に伴
い増大し、膜小胞内へと拡散する。その後膜小胞内で H+が乖離してイオン型となり膜透過
できなくなることで膜小胞内に蓄積する。乖離した H+により膜小胞内 pH が低下すると、
膜小胞内でも分子型の割合が増大し、蓄積した分子が膜小胞外へ拡散することで平衡に達
する。このメカニズムでは膜小胞内への競合的な取り込み抑制は生じないが、モノカルボン
酸として流入した H+により膜小胞内 pH が低下すると、膜小胞内から膜小胞外への拡散速
度が上昇するため、みかけの取り込みが抑制されると考えられる。10 mM アセチルサリチ
ル酸（pKa = 3.49）、サリチル酸（pKa = 2.97）、p-ニトロ安息香酸（pKa = 3.44）は pH6.0 でそ
れぞれ 31、9.3、28 μMの分子型が存在すると推測され、この条件で H+勾配依存的 PGE2輸
送を 62 - 70 %有意に阻害したことから、膜小胞内 pH 低下を生じさせるのに十分な量の分子
型が存在していたと考えられる。一方で PGE2（pKa ≒ 5）は pH6.0 で 500 μM中に 50 μMの
分子型が存在すると推測されるが、PGE2取り込みの濃度依存性実験（Fig. 26A）の結果から、
500 μMでも取り込みの飽和は示されなかった。PGE2は logP = 2.82 と、芳香族モノカルボン
酸（アセチルサリチル酸：logP = 1.19、サリチル酸：logP = 2.26、p-ニトロ安息香酸：logP = 
1.89）に比べ脂溶性が高く容易に膜透過できると考えられる。それにもかかわらず芳香族モ
ノカルボン酸による阻害実験の結果と乖離が生じたことから、pH 分配仮説によるメカニズ
ムのみで説明するのは困難であると考える。しかしながら、現段階では pH 分配仮説に基づ
くメカニズムが全く関与しないことを示すデータはなく、トランスポーター介在性輸送と
共存している可能性は否定できない 117, 118。 
A549 細胞の PGE2細胞外放出おける H+勾配の関与を検証するために、pH5.5 の緩衝液を
添加することで細胞内 pH を低下させ、その後 pH7.4 の緩衝液に置換することで細胞外＜細
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胞内の H+勾配を形成させた。その結果、細胞外への PGE2放出量が増大したことから、細胞
外放出に H+勾配が寄与する可能性を示した（Fig. 25F - H）。また、pH7.4の緩衝液に置換す
る前は細胞内（pH6.9）＜細胞外（pH5.5）の H+勾配が形成されていたと考えられ、この時
の PGE2細胞外量は pH7.4 の緩衝液で前処理した場合と比べ有意な減少を示した（Fig. 24C - 
E）。このことから、両方向にはたらく H+勾配依存的トランスポーターが細胞レベルでも
PGE2 輸送に関与している可能性を示した。この結果はこれまで乳酸を両方向に輸送すると
考えられている MCTの関与を支持するものと考える 112。 
通常、細胞内 pH は細胞膜やオルガネラに存在するチャネルやトランスポーターにより厳
密に制御されており 119、正常細胞では細胞外＜細胞内の H+勾配はほとんど形成されないと
考えられる。一方で一部のがん細胞ではグルコースから乳酸への代謝が亢進しており
（Warburg効果）、細胞内 H+濃度の上昇に対応するために MCTを含め H+を細胞外へ放出す
る様々なトランスポーターの発現が上昇することが知られている 119 - 122。このようなトラン
スポーターが本章で示された H+勾配依存的 PGE2 放出を担っているとすれば、標的とする
ことでがん細胞への選択性を高めることができると期待される。PGE2 はがん微小環境にお
いてがん細胞増殖作用に加え、がん免疫抑制作用を示すことが知られており 123, 124、近年 EP4
阻害薬が抗がん薬としても開発されている。このことから、がん微小環境における PGE2放
出の抑制は有効な手段になりうるものと考えられ、その実現に向けたトランスポーターの
同定及び特異的阻害薬の探索のための一助に本章の結果はなりうるものと考える。 
以上、本章で遂行した A549細胞膜小胞を用いた輸送実験により、ABCC4 に加え H+勾配
依存的な PGE2 放出トランスポーターが存在する可能性を示した。この H+勾配依存的輸送
は、PGE2 500 μMまで輸送速度の飽和が見られないことから親和性が低く、また芳香族モノ
カルボン酸により阻害される可能性を示した。 
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総括 
 
 PG は炎症やアレルギー、がんなど多様な疾患に関与し、PG シグナルの抑制がこれらの
疾患治療に有効である。これまで開発・上市された NSAIDs を含む合成酵素阻害薬、受容体
阻害薬は上記疾患に対する有効性を示しており、PG を標的とした創薬研究は治療上有用で
あると期待される。PG は細胞内で生合成された後、細胞膜上に発現する受容体に結合する
ために、細胞外放出過程が必須である。このことから、細胞外放出過程も創薬標的となりう
るものの、その有用性を評価するための情報が不足しているのが現状であった。そこで本研
究ではトランスポーターに着目して PG 細胞外放出メカニズムに関する情報を収集するこ
とで、PG細胞外放出トランスポーターを新たな創薬標的とするための情報基盤を構築する
こととした。 
本研究ではまず、PG 細胞外放出トランスポーターとして知られる ABCC4 に着目し、
ABCC4 阻害効果の細胞選択性と、ABCC4 阻害による PG バランス変化の 2点について評価
を行うこととした。PG バランス変化を評価するために 2-series PG のみならず 3-series PG を
対象とする細胞内外同時測定法が必要であったため、第 1章で構築に着手した。その結果、
細胞外サンプル測定法は R.S.D.が 0.8 - 10.9 %（日内）、0.9 - 9.3 %（日間）、R.E.が-12.8 - 5.5 %
（日内）、-8.3 - 3.3 %（日間）であった。また、細胞内サンプル測定法は、R.S.D.が 0.9 - 7.5 %
（日内）、1.2 - 9.9 %（日間）、R.E.が-15.5 - 8.6 %（日内）、-7.8 - 1.6 %（日間）であった。以
上より、2-series PG と 3-series PG の細胞内量と細胞外量を分離して測定可能な手法を構築
した。 
第 1 章で構築した測定法を応用し、第 2章では肥満細胞株（HMC-1細胞、RBL-2H3細胞）
と TE671 細胞を使用し、ABCC4阻害効果の細胞選択性と、ABCC4 阻害による PGバランス
変化の評価を行った。その結果、ABCC4 を阻害することで肥満細胞からの PGD2放出は抑
制されたが、ヒト小脳髄芽細胞由来 TE671 細胞からの PGD2放出は抑制されなかった（Fig. 
29A）。また、A549細胞を用いて ABCC4 阻害時の 2-series PG/3-series PG 細胞外量比の変化
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を調べた結果、ABCC4 を介した輸送において互いに競合することが考えられる高い細胞内
PG 濃度でなければ、PG バランスの変化は認められない可能性を示した（Fig. 29B）。以上か
ら ABCC4 阻害薬は、ABCC4 が PG 細胞外放出に寄与する細胞に対して選択的に作用し、
PG バランスの変化を起こしにくいことから安全性に優れる可能性を示した。一方で、
ABCC4 の寄与は部分的であり、ABCC4 阻害薬は効果不十分となることが懸念された。 
第 3 章では、PG 細胞外放出に寄与する新たなトランスポーターの同定に向けた輸送特性
解析を行った。A549細胞から作製した膜小胞を用いた輸送特性解析の結果、H+勾配を駆動
力とし、PGE2 500 μMまでに輸送速度の飽和が見られない低親和性の輸送機構の存在が明ら
かとなった。このことから、モノカルボン酸トランスポーターが関与すると推測し阻害実験
を行ったところ、複数の芳香族モノカルボン酸（10 mM）が H+勾配依存的 PGE2輸送を 62 - 
70 %有意に阻害した。実際に A549細胞からの PGE2細胞外放出に寄与していることを確認
するために細胞外＜細胞内の H+勾配を形成させた結果、PGE2細胞外放出が増大することを
示した（Fig. 29C）。 
本研究の成果からは、トランスポーターを介した PG 細胞外放出メカニズムの全容解明に
未だ至っていない。しかしながら、第 1章で構築した PG 測定法を応用し、第 2章と第 3章
で膜小胞を用いた PG 輸送実験、細胞を用いた PG 放出実験を行うことにより、ABCC4 を
標的とした治療効果の推定及び ABCC4 に続く新たな PG 細胞外放出トランスポーターの探
索を可能にした。本研究で新たに見出したトランスポーターについて、今後 ABCC4と同様
に細胞選択性、PGバランスへの影響を評価することにより治療標的となりうるか推定する
ことができると考える。以上より、本研究の成果は PG 細胞外放出トランスポーターを標的
とする治療戦略立案に向けた基盤となる細胞外放出メカニズムの解明に貢献すると期待さ
れる。  
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実験の部 
 
使用試薬 
 PGE2、PGD2、PGF2α、TXB2、6-keto PGF1α、PGE3、PGD3、PGF3α、TXB3、Δ17-6-keto PGF1α、
PGE2-d4、PGD2-d4、PGF2α-d4、TXB2-d4、6-keto PGF1α-d4、AA、EPAは Cayman Chemical か
ら購入した。ふっ化フェニルメチルスルホニル（PMSF）はナカライテスクから購入した。
A23187、インドメタシン、MK571、E217βG、cGMP、dinitrophenyl-human serum albumin（DNP-
HSA）は Sigma Aldrichから購入した。CeefourinTM 1 はアブカムから購入した。Exo 1は Tocris 
Bioscience から購入した。Dibutylhydroxytoluene（BHT）、adenosine 5'-triphosphate (ATP) 
disodium salt hydrate、5'-adenylic acid (AMP)、sodium creatine phosphate hydrate、Acid Red 112
（ponceau-S）、N-methyl-D-glucamine chrolide、グルコン酸ナトリウム、L-乳酸、D-乳酸、アセ
チルサリチル酸、サリチル酸、p-ニトロ安息香酸、安息香酸、ブロモスルホフタレインは東
京化成工業株式会社から購入した。Creatine kinase は Roche Applied Scienceから購入した。
ジピリダモール、プロベネシド、葉酸、マレイン酸、クエン酸、p-アミノ馬尿酸は富士フイ
ルム和光純薬株式会社から購入した。BCECF-AM は同仁化学研究所から購入した。バリノ
マイシン、ニゲリシンは LKT Laboratories から購入した。その他の試薬・溶媒は HPLC grade
のものを使用した。 
 
使用細胞 
 ヒト肺腺癌由来 A549 細胞は American Type Culture Collection より購入した。ヒト胎児腎
細胞由来 HEK293（HEK/P.B.）及び ABCC4 過剰発現 HEK293 細胞（HEK/4.63）は Dr. Piet 
Borst（Netherlands Cancer Institute）より御供与いただいた。ヒト小脳髄芽細胞由来 TE671細
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胞は裏出良博先生（筑波大学国際統合睡眠医科学研究機構）より御供与いただいた。ヒト肥
満細胞由来 HMC-1細胞は Dr. Joseph H.Butterfield (Mayo Clinic, Rochester, MN, USA) より御
供与いただいた。ラット好塩基球性白血病細胞由来 RBL-2H3 細胞は平澤典保先生（東北大
学大学院薬学研究科）より御供与いただいた。A549 細胞、HEK293 細胞、TE671細胞は 37 
○C-5 % CO2 インキュベーター内で培養し、非働化した 10 %ウシ胎児血清（FBS）を含む
DMEM を培養液とした。継代は播種から 3 - 4 日目に、滅菌した Phosphate-buffered saline 
(PBS：137 mM NaCl、2.68 mM KCl、8.1 mM Na2HPO4、1.47 mM KH2PO4) で細胞を洗浄後、
0.25 %トリプシン及び 0.02 % EDTAを含む PBSにより、フラスコから剥離させて行った。
HMC-1 細胞は 37 ○C-5 % CO2インキュベーター内で培養し、10 %非働化 FBS、1.2 mM 1-
thioglycerol (Sigma Aldrich) を含むイスコブ改変ダルベッコ培地 (IMDM) を培養液とした。
培養液は 3日ごとに半分（7 - 8 mL）を交換し、さらに 3日後に 20 × 104 cells/mLとなるよ
うに新しい 75 cm2細胞培養用フラスコに継代した。 
 
第 1 章 付属実験 
 
使用機器 
HPLCには Prominence 20A (Shimadzu) を使用した。分析カラムは CAPCELL PAK C18 MG 
II column (2.0 mm × 150 mm、3 µm、Shiseido) を使用し、アセトニトリル/水/酢酸 (40：60：
0.1, v/v/v) の移動相を 0.15 mL/minで流した。カラム温度は 40℃とした。 
 質量分析計にはトリプル四重極型質量分析計である API 3200TM LC/MS/MS System 
（Applied Biosystems）を使用し、エレクトロスプレーイオン化法により負イオン検出モード
scheduled-selected reaction monitoring (SRM) により測定を行った。イオンソースにおける各
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種パラメーターは以下のとおりである：Source temperature, 600 ℃; spray voltage, -4500 V; 
curtain gas, 40 psi; ion source gas 1, 40 psi; ion source gas 2, 70 psi; collision gas, 5 arbitrary units 
 データは Analyst software (version 1.5) (Applied Biosystems) により解析した。 
 
検量線、ストック溶液及びバリデーションサンプル 
 2-series PG と 3-series PG のストック溶液はそれぞれ 20 µg/mL、100 µg/mL の濃度でメタ
ノールに溶解した。2-series PG の重水素標識体は 500 ng/mL の濃度でメタノールに溶解し、
internal standard (IS) 溶液とした。ストック溶液及び IS溶液は-30 ○Cで保存した。 
 検量線は、細胞外サンプルとして DMEM に、細胞内サンプルとしてリン酸緩衝液（0.1 M 
sodium phosphate, 1 mM EDTA, 10 µM indomethacin, pH 7.4）にそれぞれ 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 50, 
100 ng/mL の濃度で調製し、0.5 mLずつ分注した。 
 細胞外バリデーションサンプルは DMEM に 0.1, 0.5, 5, 50 ng/mL の濃度で調製し、0.5 mL
ずつ分注した。また、細胞内バリデーションサンプルは、タンパク量が 2 mg/mL となるよ
うにリン酸緩衝液で調製した A549 細胞ライセートを、Soto らの報告 125に従い活性炭処理
し、得られた活性炭処理後のホモジネートに 0.1, 0.5, 5, 50 ng/mLの濃度で調製し、0.5 mLず
つ分注した。検量線サンプル及びバリデーションサンプルはすべて-80 ○Cで保存した。 
 
第 2 章 付属実験 
使用機器 
 HPLC には Prominence 20A (Shimadzu) を使用した。質量分析計には三連四重極型質量分
析計である API 5000TM LC/MS/MS System (Applied Biosystems)を使用し、エレクトロスプレ
ーイオン化法により負イオン検出モード selected reaction monitoring (SRM) により測定を行
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った。イオンソースにおける各種パラメーターは以下のとおりである：Source temperature, 
500 ○C; spray voltage, -4500 V; curtain gas, 40 psi; ion source gas 1, 40 psi; ion source gas 2, 70 psi; 
collision gas, 5 arbitrary units 
 データは Analyst software (version 1.5) (Applied Biosystems) により解析した。 
 
膜小胞調製 
 細胞を PBS（2 mM PMSF含有）で洗浄し、セルスクレーパーで掻き取った後、3,000 rpm、
5 分、4 ○Cで遠心し、得られたペレットを Hypotonic buffer（0.5 mM sodium phosphate, 0.1 mM 
EDTA, 2 mM PMSF, pH 7.4）に懸濁し、90分, 4 ○Cでインキュベートした。その後 100,000 × 
g、40 分、4 ○Cで遠心し、得られたペレットを TS buffer（250 mM Sucrose, 50 mM Tris-HCl, 
pH 7.4）に懸濁し、Dounce 型ホモジナイザーを用いてホモジナイズした。ホモジネートを
500 × g, 15 分, 4 ○Cで遠心し、得られた上清を 100,000 × g、40分、4 ○Cで遠心した。得られ
たペレットを 50 mM HEPES-Tris（pH7.4）もしくは MES-Tris（pH6.0）、250 mM Sucrose（A549
細胞膜小胞）または TS buffer（ABCC4 過剰発現細胞膜小胞）に懸濁し、27 G の針で 25回
通し、液体窒素で急速凍結した。膜小胞の懸濁液は実験まで-80 ○Cで保存し、使用時は氷上
で融解した。 
 
膜小胞を用いた PG 輸送実験 
 輸送実験は迅速濾過法により行った。Reaction mixture は 50 mM HEPES-Tris（pH7.4）
もしくは MES-Tris（pH6.0）、250 mM Sucrose（A549 細胞膜小胞）または 4 mM ATP or AMP, 
10 mM MgCl2, 10 mM creatine phosphate, 100 µg/mL creatine kinaseを含む TS buffer（ABCC4 過
剰発現細胞膜小胞）に膜小胞（25 µg）を加えて 50 µLとし、37 ○Cで既定時間インキュベー
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トした。Reaction mixtureに氷冷した TS buffer 1 mL を加え、glass microfiber filters（GF/F, 0.7 
µm, 25 mm; GE Healthcare）または cellulose acetate membrane filter（OE67, 0.45 µm, 25 mm; GE 
Healthcare）に通して反応を停止させた。フィルターを 3 mLの氷冷した TS buffer で洗浄後、
10 ng/mL の重水素標識 PG のメタノール溶液 5 μLをフィルターに添加した。その後 PG フ
ィルターに保持された PG を 1 mL tert-ブチルメチルエーテルを加えて回収した。回収した
tert-ブチルメチルエーテル溶液は窒素気流下溶媒留去後 50 µL の移動相に再溶解し、10 µL
を分析に付した。分析カラムには SHISEIDO CAPCELL PAK C18 MG II（5 μm、2.0 × 150 mm）
を使用し、移動層には水/アセトニトリル/酢酸＝55/45/0.1（v/v/v）の混液を流速 0.2 mL/min
で用いた。さらにイオン化促進のため、10 mM グリセリンを溶かしたメタノールを 0.2 
mL/minでポストカラム添加した。 
 
PG 放出実験 
 A549 細胞及び TE671 細胞は、2 × 105 cells/well で 6 well plate（Costar）、または 4 × 105 
cells/wellで 60 mm dish（Corning） に播種し、3 - 4日後に DMEM（FBS free）に交換し、24
時間 CO2インキュベーター内に静置した。その後、37 ○Cの水浴上で DMEM（FBS free、± 
10 μM A23187）に交換し、5分後に上清を回収した。その後細胞を氷冷した PBS（10 µM イ
ンドメタシン含有）で 3回洗浄し、セルスクレーパーにより掻き取った後、1,500 × g、5 分、
4 ○Cで遠心しペレットを回収した。 
HMC-1細胞は 75 cm2細胞培養用フラスコに 20 × 104 cells/mLで 15 mL 播種し、3日後に
培地交換しさらに 2日後に 50 µM AAまたは 50 µM EPAを含む培養液（FBS含有）に交換
した。24時間後に細胞を 500 × g、5分の遠心で回収し、37 ○Cに温めた PBSに再懸濁した。
PBSに懸濁した細胞は 500 - 1000 × 104 cells/tubeになるように 1.5 mLチューブに分注し、
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500 × g、5分で遠心した。上清を吸引除去後、IMDM（± 10 μM CeefourinTM 1）200 μLを添
加して 37℃水浴上に静置し、5 分後に氷冷した PBS（10 µM インドメタシン含有）800 μL
を加えた。その後 1500 × g、5分、4 ○Cで遠心し、上清約 800 μLを回収した。細胞ペレット
はさらに氷冷した PBS（10 µM インドメタシン含有）1 mLに再懸濁して洗浄し、1500 × g、
5 分、4 ○Cで遠心し上清を吸引除去した。 
 RBL-2H3 細胞は 24 well plateに 2.5 × 105 cells/well で播種し、10% FBS EMEM（10 μL/mL 
抗 DNP-IgE ハイブリドーマ培養上清）培地で 24 時間培養した。その後 37 ○Cの水浴上で培
地を吸引除去し、1 × PIPES buffer（2 mM CaCl2, 0.1% BSA）にて 2回洗浄した後、0.5 mL 1 
× PIPES buffer（± 50 ng/mL DNP-HSA、± 10 μM CeefourinTM 1）を添加した。5分後に回収し
た薬液を 600 × g、3分、4 ○Cで遠心し上清を回収した。細胞は氷冷した PBS（10 µM イン
ドメタシン含有）で 3 回洗浄し、セルスクレーパーにより掻き取った後、1,500 × g、5 分、
4 ○Cで遠心しペレットを回収した。 
 いずれの実験でも得られた上清及び細胞ペレットは、前処理まで-80 ○Cで保存した。 
 
A549 細胞、HMC-1細胞への ABCC4 siRNAの導入 
 siRNAは ABCC4 siRNA (Oligo ID: HSS115675, HSS173510) 及び Negative Control Low GC 
Duplex （Invitrogen）を使用した。A549 細胞への siRNAの導入は、LipofectamineTM RNAiMAX
（Invitrogen）を用いたリポフェクション法により行った。Opti-MEM® ⅠReduced Serum 
Medium 800 µLに各 ABCC4 siRNA及び LipofectamineTM RNAiMAX を 4 µL加え、10-20分
間室温で静置し、60 mm dishに加えた。Penicillin-streptomycinを含まない DMEMに懸濁さ
せた A549細胞 1.0 × 105 cells/mL液を調製後、60 mm dishに 4 mL/well播種し培養を行い、
siRNA導入 72 時間後に実験に使用した。なお、各 siRNAの終濃度は 1 nMとした。HMC-1
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細胞への siRNAの導入は、LipofectamineTM 3000（Invitrogen）を用いたリポフェクション法
により行った。Opti-MEM® ⅠReduced Serum Medium 4.8 mLに各 ABCC4 siRNA 80 μL及び
LipofectamineTM 3000 190 µLを加え、10分間室温で静置した後、1.5 mLずつ 3つの 75 cm2
細胞培養用フラスコ（75 × 104 cells/mL HMC-1 cells × 15 mL）に添加した。なお、各 siRNA
の終濃度は 30 nMとした。 
 
測定サンプルの前処理 
回収した上清（0.5 mL）は 10 % BHT（in ethanol）5 µL、IS溶液（5 ng/mL each PG-d4 mixture 
in methanol） 5 µLを添加し、細胞外サンプルとした。回収した細胞は 10 % BHT in ethanol 
5 µL、IS溶液 5 µLを添加した後、氷冷したリン酸緩衝液（0.1 M Sodium phosphate、1 mM 
EDTA、10 μM indomethacin、pH7.4）0.5 mLに懸濁し、15分、4 ○Cで超音波処理した。その
後、15,000 × g、15分、4 ○Cで遠心し、得られた上清を回収し細胞内サンプルとした。 
測定サンプルの精製は Bond Elut® C18（Agilent Technologies）を用いた固相抽出により行
った。メタノール 1 mL及び水 1 mLでプレコンディショニングした後、1 N HCl で pH 3 に
したサンプルをアプライし、水 1 mL及び水/メタノール（50:50, v/v）1 mLでカートリッジ
を洗浄後、メタノール 1 mLで PG を溶出した。溶出したメタノール溶液を窒素気流下溶媒
留去し、50 µL の移動相に再溶解し、10 µL を分析に付した。分析カラムには SHISEIDO 
CAPCELL PAK C18 MGⅡ（3 μm、2.0×150 mm）を使用し、移動層には水/アセトニトリル/酢
酸＝60/40/0.1（v/v/v）の混液を流速 0.2 mL/min で用いた。さらにイオン化促進のため、10 
mMグリセリンを溶かしたメタノールを 0.2 mL/min でポストカラム添加した。 
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Western blotting 
 測定サンプルの前処理 で得られたペレット（A549 細胞）、60 mm dishにコンフルエント
になるまで培養した TE671 細胞または 25 cm2フラスコに培養した HMC-1 細胞（100 × 104 
cells/mL × 5 mL）を 1500 × g、5分遠心分離し得られたペレットを Lysis buffer（1 % Triton-X, 
0.1 % sodium dodecylsulfate (SDS), 4.5 M urea in PBS）に懸濁し、5分間氷上に静置した。その
後、15 分, 4 ○Cで超音波処理し、14,000 × g, 15分, 4 ○Cで遠心後、得られた上清をサンプル
とした。タンパク質の定量には、Pierce® BCA Protein Assay Kit を使用した。 
タンパク抽出液を 4 倍量 (v/v) の Urea 溶液（9M Urea in PBS）及び 5 倍量（v/v）の 2 × 
SDS sample buffer（0.1 M Tris-HCl (pH 6.8), 4 % SDS, 10 % 2-Mercaptoethanol, 20 % Glycerol, 
0.004 % Bromophenolblue）と混合し、100 ○C、3 分で加熱変性した。Stacking gel（4.5 % 
Polyacrylamide, 125 mM Tris-HCl (pH 6.8), 0.1 % SDS, 0.1 % Ammonium persulfate (APS), 0.01 % 
N, N, N’, N’,-Tetramethylethylenediamine (TEMED)）及び Running gel（10 % Polyacrylamide, 250 
mM Tris-HCl (pH 8.8), 0.1 % SDS, 0.1 % APS, 0.01 % TEMED）を用い、200V、500 mAで電気
泳動した。その後、ポリアクリルアミドゲルからニトロセルロースメンブレン（BIO-RAD） 
へタンパク質の転写を行った。転写は Transfer buffer (48 mM Tris, 39 mM Glycine, 20 % 
Methanol, 0.02 % SDS) に浸したろ紙にポリアクリルアミドゲル及びニトロセルロースメン
ブレンをはさみ、100 V、350 mA で行った。転写後、メンブレンを Ponceau-S 溶液（0.1 % 
Ponceau-S (w/v)、5.0% acetic acid (w/v)）に 5分間振とうし、ChemiDocTM MP（Bio-Rad）で撮
影した。その後メンブレンを Blocking buffer（0.05 % Tween 20, 5 % Skim milk in PBS）中で 1
時間振とうした。一次抗体（rat anti-MRP4 monoclonal antibody (Clone M4I-10, Abcam)）を
Diluent buffer（0.05 % Tween 20, 0.025 % Skim milk in PBS）に抗体価に応じて希釈し、メンブ
レンとともにシーリングし、4 ○C で一晩振とうした。その後、メンブレンを Wash buffer
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（0.05 % Tween 20 in PBS）で 5 分、3回洗浄し、Diluent buffer で抗体価に応じて希釈した
HRP 標識二次抗体液をメンブレンとシーリングし、室温で 1 時間振とうした。メンブレン
を Wash buffer で 5 分、3 回洗浄し、Clarity Western ECL Substrate（Bio-Rad）を反応させ、
ChemiDocTM MPで撮影した。画像解析は Image LabTMソフトウェア（Bio-Rad）により行っ
た。 
 
RT-PCR及び定量的 PCR 
Total RNA の抽出は TriPure Isolation Reagent（Sigma Aldrich）を用いて行った。回収した細胞
（100 × 104 cells）を TriPure Isolation Reagent 200 μLに溶解させ、5分間室温で静置した後、クロロ
ホルム 40 μLを加えて激しく転倒混和し、10分間室温で静置後、12,000 × g、15分、4 °Cで遠心
分離した。上清約 100 μL に 2-プロパノール 100 μL を加えて数回転倒混和し、5 分室温で静置
後、12,000 × g、10 分、4 °Cで遠心分離した。沈殿に 75%エタノール 200 μLを加えてボルテック
スし、7,500 × g、5分、4 °Cで遠心分離を行い、風乾後 total RNAを TE bufferに溶解させた。Total 
RNAの 260 nm における O.D.値をナノドロップ (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, U.S.A) 
により測定し、total RNA の濃度を算出した。 
逆転写反応は ReverTra Ace® qPCR RT Master Mix with gDNA Remover (TOYOBO) を用いて
行った。0.5 μg/6 μL となるように total RNAを希釈後、2 μL 4 × DN Master Mixを加え、37 ○Cで 5
分静置し DNase処理を行った。続いて 2 μL 5 × RT Master Mix Ⅱを加え、Chart 1の条件で反応
させた。 
RT-PCR は TaKaRa TaqTM（タカラバイオ）を用いて行った。Table 3 のように調製した反応液を
Chart 2 の条件で反応させた。また、用いた primer の塩基配列を Table 4 に示した。反応には
TaKaRa PCR Thermal Cycler Dice® Touch（タカラバイオ）を用いた。増幅産物は 1.5% アガロース
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ゲル（0.5 μg/mL EtBr含有）により TAE buffer中で 100 V、30分電気泳動し、ChemiDocTM MPで
撮影した。画像解析は Image LabTMソフトウェアにより行った。 
定量的 PCRは THUNDERBIRD® SYBR® qPCR Mix (TOYOBO)を用いて行った。Table 5のよ
うに調製した反応液を Chart 3の条件で反応させた。反応および検出には StepOnePlusTMリアルタ
イム PCRシステム (ThermoFisher Scientific) を使用した。また、用いた primerの塩基配列を Table 
6に示した。 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Component Volume/Reaction 
10 × buffer 2 µL 
dNTP mix (2.5 mM each) 1.6 µL 
Primer mix (20 pmol/µL each) 0.25 µL 
Nuclease free water Variable 
Tempalte DNA (2.5 ng/µL) Variable 
Total volume 20 µL 
Chart 1 Procedure for reverse transcription 
Chart 2 Procedure for RT-PCR 
Table 3 Composition of reaction solution for RT-PCR 
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Name Sequence Product size (bp) 
rGAPDH 
Forward  5’- AGTGCCAGCCTCGTCTCATA-3’ 
Reverse  5’- GATGGTGATGGGTTTCCCGT-3’ 
248 
rABCC4 
Forward  5'-TTCTTCTGGTGGCTCAACCC-3' 
Reverse  5'-TAGCCGTAAGCTGTGTGCAA-3' 
344 
Component Volume/Reaction 
qPCR Master Mix (2×) 5 µL 
Rox Reference Dye Low（50×） 0.2 µL 
Primer mix (20 pmol/µL each) 0.125 µL 
RNase free water Variable 
Tempalte DNA (50 ng/µL) Variable 
Total volume 10 µL 
Name Sequence Product size (bp) 
hABCC4 
Forward : 5'-GCTCAGGTTGCCTATGTGCT-3' 
100 
Reverse : 5'-CGGTTACATTTCCTCCTCCA-3' 
hGAPDH 
Forward : 5'-AAGGTCATCCCTGAGCTGAA-3 
96 
Reverse : 5'-TTCTAGACGGCAGGTCAGGT-3 
hHPRT 
Forward : 5'-GACTTTGCTTTCCTTGGTCAGG-3 
71 
Reverse : 5'-TCCTTTTCACCAGCAAGCTTG-3 
Table 4 Sequences of primers for RT-PCR 
Chart 3 Procedure for qRT-PCR 
Table 6 Sequences of primers for qRT-PCR 
Table 5 Composition of reaction solution for qRT-PCR 
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統計解析 
非線形回帰分析は KaleidaGraph（version 12.5）を用いて行った。 
速度論的パラメーターは、全て以下の式を用いて算出した。 
V = (Vmax × S) / (Km + S) 
V (pmol/mg protein/30 sec) は取り込み速度、Vmax (pmol/mg protein/30 sec) は最大取り込み
速度、S (µM) は基質濃度、Km (µM) はMichaelis定数を表す。 
有意差の検定は、JMP® Pro (version 12.0.1) を用い、Student’s t-test（二群間の比較）また
は ANOVAに続く Dunnett’s test（多群比較）によって行った。 
 
第 3 章 付属実験 
 
PG 放出実験 
 A549細胞は 2 × 105 cells/wellで 6 well plate（Costar）に播種し、3-4日後に DMEM（FBS 
free）に交換し、24時間 CO2インキュベーター内に静置した。その後、37 ○Cの水浴上で緩
衝液（125 mM NaCl、4.8 mM KCl、1.2 mM KH2PO4、1.2 mM MgSO4、1.2 mM CaCl2、5.6 mM 
D-glucose、25 mM HEPES (pH7.4) or MES (pH5.5)）に交換し、5 分後に上清を回収した。その
後細胞を氷冷した PBS（10 µM Indomethacin含有）で 3回洗浄し、セルスクレーパーにより
掻き取った後、1,500 × g, 5 分, 4 ○Cで遠心しペレットを回収した。得られた上清及び細胞ペ
レットは、前処理まで-80 ○Cで保存した。 
 
細胞内 pH 測定 126 
A549 細胞を BioCoat コラーゲン I マルチウェルプレート 96 ウェル（黒色ウェル/透明ボ
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トム）（Corning） に 2 × 104 cells/well で播種し、4 日間 CO2インキュベーター内に静置し
た。その後、DMEM（FBS 不含）に交換し 24 時間 CO2 インキュベーター内に静置した。
DMEM を吸引除去後、1 μM BCECF-AM を含む DMEM を 100 μL/well で添加し、10 分間 
CO2インキュベーター内に静置した後、DMEMを吸引除去しpH7.4の緩衝液（125 mM NaCl、
4.8 mM KCl、1.2 mM KH2PO4、1.2 mM MgSO4、1.2 mM CaCl2、5.6 mM D-glucose、25 mM HEPES 
(pH7.4)）200 μL で 2 回洗浄した。その後、緩衝液（125 mM NaCl、4.8 mM KCl、1.2 mM 
KH2PO4、1.2 mM MgSO4、1.2 mM CaCl2、5.6 mM D-glucose、25 mM HEPES (pH7.4) or MES 
(pH5.5)）100 μL を添加し 5 分後の蛍光強度を測定した。蛍光測定は 2 点測定法を実施し、
励起波長 500 nm/蛍光波長 530 nm及び励起波長 440 nm/蛍光波長 530 nmを測定し、励起波
長 500 nmの蛍光強度を励起波長 440 nmの蛍光強度で補正することにより細胞内 pHを求め
た。 
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